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Abstrakt

MikroRNA (miRNA) jsou malé nekodujici RNA regulujici genovou expresi. Expresni profily
miRNA ukézaly fadu diferencialné exprimovanych miRNA specifickych pro nadory asocio-
vané s lidskymi papilomaviry (HPV). Mezi tyto miRNA se fadi miR-139-5p, kterda ma v téchto
nadorech snizenou expresi. V diplomové praci proto byla studovana role miR-139-5p v in vitro
modelech bunécnych liniich, které jsou HPV pozitivni (CRL-3240, SiHa) a HPV negativni
(FaDu, C-33A). V bunéénych linii transfekovanych mimikujici miRNA miR-139-5p byla sle-
dovana schopnost proliferace a migrace bun¢k. Bunécna proliferace byla studovana pomoci
MTT metody, zatimco pro hodnoceni migra¢nich schopnosti bun¢k byly vyuZity dvé metody,
metoda hojeni ran a metoda transwell. Za vyuziti databazi TargetScan a miRDB byly prediko-
vany mediatorové RNA (mRNA) cilovych genti miR-139-5p. Zména exprese cilovych gent,
stejn€ jako ovéfeni GspéSného zvyseni exprese miRNA v bunéénych liniich, byla ovétena po-
moci metody RT-qPCR. Zvyseni exprese miR-139-5p ve vSech bunéénych liniich nevedlo ke
statisticky signifikantnim zménam (p<0,05) v proliferacnich ani migra¢nich schopnostech. Jako
cile mimikujici miR-139-5p byly vybrany mRNA genti FOS, JUN, KIF134 a GDF10. Trans-
fekované bunécéné linie nevykazovaly vyrazné sniZzeni exprese cilovych mRNA. U bunécné li-

nie SiHa doslo po transfekci naopak ke zvySeni exprese cilové mRNA genu FOS.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate gene expression. MiRNA ex-
pression profiles showed several differentially expressed miRNAs specific to human papillo-
mavirus (HPV)-associated tumors. These miRNAs include miR-139-5p, which has reduced ex-
pression in these tumors. In this thesis, the role of miR-139-5p was studied in vitro on cell lines
that were HPV positive (CRL-3240, SiHa) and HPV negative (FaDu, C-33A). Cell lines were
transfected with mimic miRNA, the ability of cells to proliferate and migrate was then studied.
Cell proliferation was studied using MTT assay, while Scratch wound healing assay and
transwell assay were used to evaluate the migratory abilities of the cells. Mediator RNAs
(mRNAs) of target genes of miR-139-5p were predicted using TargetScan and miRDB data-
bases. The change in gene expression of target mRNAs, as well as the verification of the suc-
cessful increase in miRNA expression in the cell lines, was verified using RT-qPCR. Increase
of miR-139-5p expression in all used cell lines did not lead to statistically significant changes
(p<0.05) in proliferative or migratory abilities. The mRNAs of FOS, JUN, KIF13A4 and GDF10
genes were selected as targets of miR-139-5p. Transfected cell lines did not show a noticable
reduction in the expression of the target mRNAs. On the contrary, in the SiHa cell line, the

expression of FOS mRNA increased after transfection.
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1 Uvod

Infekce lidskymi papilomaviry je jednou z pti¢in vzniku fady naddori anogenitalni oblasti muzt
1 Zen a zéaroven hlavni pfic¢inou karcinomu délozniho hrdla. Tato infekce také miize vést ke
vzniku nadori v oblasti hlavy a krku. Prave incidence nadort hlavy a krku, ptfedevsim v oblasti
orofaryngu, zapti¢inéné touto infekci jsou v rozvinutych zemich na vzestupu. Na druhou stranu
dochdzi k poklesu incidence nadori, které jsou zpiisobeny tradi¢nimi rizikovymi faktory jako
je koufeni a konzumace alkoholu (Lechner et al., 2022). V¢asna diagnostika zlepSuje progndzu
onemocnéni, vyzaduje ale spolehlivé specifické diagnostické znaky.

MikroRNA jsou kratké nekdodujici RNA, které byly objeveny v roce 1993, a hraji di-
lezitou roli v regulaci genové exprese. U ¢loveéka se ucastni regulace asi 60 % protein-koduji-
cich genii. Zména exprese miRNA je u nddorovych onemocnéni ¢asta a mize prispivat k pro-
gresi onemocnéni. Znalost pfesné funkce miRNA je velmi diilezitd pro pochopeni mechanismi,
které se podileji na vzniku naddort. Lidské papilomaviry prostfednictvim svych proteini E5S, E6
a E7 mohou ovliviiovat expresi celé skaly miRNA v infikovanych lidskych buiikach, a proto
by mohly byt specifickym diagnostickym znakem pro v€asné zjisténi piitomnosti nadort, je-
jichZ pficinou je infekce lidskymi papilomaviry.

Laboratof molekularni a nddorové virologie se jiz delsi dobu zabyvéa studiem expresnich
profilt miRNA u nadorti hlavy a krku ve vztahu k etiologii onemocnéni a prognoze, s cilem
vybrat takové miRNA, které by mohly byt diagnostickymi znaky. Pro pouZziti miRNA jako di-
agnostickych znak je tfeba znat miru exprese, ale pro jejich terapeutické vyuZiti je tieba znat
1 jejich funkci. Ve studii Nunvar a kol. na kterou tato diplomova prace navazuje, bylo cilem
zjistit, zda existuje miRNA profil spole¢ny pro nadory pozitivni na HPV v riznych anatomic-
kych lokalizacich (Nunvar et al., 2021). Tato diplomova prace se v navaznosti zamétuje na

zjisténi funkce vybranych diferencialné exprimovanych miRNA v nddorech hlavy a krku.



2 Cile prace

Cilem prace je zjistit funkci vybranych diferencialné exprimovanych miRNA v bunéénych li-
niich HPV pozitivnich a HPV negativnich odvozenych od nadorti hlavy a krku a karcinomu
hrdla délozniho.

Zakladni hypotéza je: Zména exprese diferencidlné exprimovanych miRNA u nadorii orofa-
ryngu a cervixu asociovanych s lidskymi papilomaviry vede ke zménam v proliferaci a migraci

nadorovych bun¢k.
Dil¢i cile jsou:

1. Predikce cilovych mRNA miR-139-5p a miR-147b-5p pomoci databaze miRDB a Tar-
getScan v.7.2.

2. Sledovani zmén proliferace a migrace danych bunécénych linii po transfekci mimikujici
miRNA-139-5p

3. Ov¢feni zmény exprese vybranych cilovych gent po transfekci mimikujici microRNA



3 Prehled literatury
3.1 Lidské papilomaviry

3.1.1 Lidské papilomaviry a jejich klasifikace

Lidské papilomaviry (HPV) patti do Celedi Papillomaviridae a dale se fadi do péti rodl a to
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus a Nupa-
pillomavirus. Tato Celed’ se skladd z neobalenych virtt s kruhovym dvouvlaknovym DNA
(dsDNA) genomem o délce priblizn¢ 8 tisic part bazi (kbp) (Chouhy et al., 2013). Kapsida
HPV je ikosaedrického tvaru, ma pramér ~ 55 nm a symetrii T = 7. Je slozena z 360 kopii
hlavniho kapsidového proteinu L1, které jsou sestaveny do 72 pentamerd. Kapsidovy protein
L2 je téz soucasti kapsidy, ale az na dva aminokyselinové zbytky je pfitomen na jejim vnitinim
povrchu (Keiffer et al., 2021). Klasifikace papilomavirii je zaloZena na parové identité nukleo-
tidové sekvence v otevieném ¢tecim ramci L1. Clenové ¢eledi Papillomaviridae primarné infi-
kuji sliznice a ktizi a mohou kromé ¢lovéka infikovat i ostatni obratlovce, pfi¢emz infekce je
druhové i tkanove specificka (de Villiers et al., 2004).

Papilomaviry, obecné, zplisobuji predevS§im benigni nadory jako jsou bradavice a papi-
lomy, av§ak mohou byt i pfi¢inou vzniku malignit v anogenitalni oblasti, oblasti hlavy a krku
a koznich malignit. Infekce n€kterymi typy papilomavird, u lidi naptiklad typy HPV16
a HPV 18, miize vést k maligni transformaci infikovanych bunék (de Villiers et al., 2004). Lid-
skych  papilomaviri je dnes zndmo ptes 400 typt dle databdze PaVE

(https://pave.niaid.nih.gov/explore/reference_genomes/human_genomes). Soucasny systém

pro klasifikaci HPV je, jak jiz bylo feceno, zaloZen na podobnostech v genomovych sekvencich
L1, kdy novy typ HPV je ten, jenZ ma mén¢ nez 90 % sekvencni podobnost v L1 genu s jakym-
koli jinym typem HPV (de Villiers et al., 2004). Jednotlivé typy se téZ daji rozdé€lit podle tka-
fového tropismu na typy slizni¢ni (napi. HPV 6, 11,16 ,18 ,33) a kozni (napt. HPV 1, 2, 4, 27,
57,5, 8) (Ljubojevic & Skerlev, 2014). Slizni¢ni lidské papilomaviry se té€z rozliSuji na vysoce
a nizce rizikové, tedy HR a LR HPV, a to na zaklad¢ nadorového potencidlu. Jako HR HPV
jsou oznacovany typy -16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82; typy -26, 53, 66
jsou pravdépodobné HR HPV a LR HPV jsou typy -6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
a 89. HR HPV jsou spojovany se spinocelularnimy karcinomy, zatimco LR HPV s benignimi
bradavicemi (Muiioz et al., 2003).

HR HPV zptsobuji karcinom délozniho hrdla v témét 100 % ptipadu a jsou té€Z pti¢inou
dalSich nadorti jako karcinomu vulvy, vaginy, penisu, konecniku ¢i nadort hlavy a krku. In-

fekce HPV je nejcastéjsi sexualné prenosnou virovou infekei. VEtSina sexudlné aktivnich zen


https://pave.niaid.nih.gov/explore/reference_genomes/human_genomes

amuzi se béhem svého Zivota infikuje a n€kteti mohou byt infikovani opakovanég, pricemz
vétSina infikovanych infekei vycisti do dvou let a jen u méné nez 1 % jedinca se vyvine one-
mocnéni (CDC, n.d.; WHO, n.d.).

V roce 1976 stanovil Harald zur Hausen jako prvni hypotézu, ze je HPV infekce spojena
s karcinomem délozniho ¢ipku (zur Hausen, 1976), v roce 2008 mu byla v této souvislosti udé-

lena Nobelova cena.

3.1.2 Organizace genomu a proteiny HPV

Vétsina papilomavirt kdéduje osm hlavnich proteinti, viz obrazek 1, potfebnych nejen k repli-
kaci a maturaci viru, ale také k ovlivnéni bunécného cyklu, bunééné signalizace, a dalSim mo-
difikacim hostitelské bunky. Tyto proteiny jsou kddované ve dvou oblastech virového genomu,
a to v takzvané ¢asné (early; E) a pozdni (late; L) oblasti. Oblast E koduje nestrukturni proteiny
El, E2, E4, ES, E6, E7 a oblast L kdduje proteiny L1 a L2, které tvoii virovou kapsidu. VétSina
nestrukturnich proteinil je exprimovand v ¢asné fazi zivotniho cyklu viru, protein E4 je vsak
exprimovan az v pozdi fazi infekce a predchazi expresi proteini L1 a L2 (Graham, 2010). Ge-
nom déle obsahuje dlouhou kontrolni oblast (LCR) obsahujici replika¢ni pocatek. Soucasti ge-

nomu jsou také ¢asné a pozdni promotory a polyadenyla¢ni signaly (Kajitani et al., 2012). Jed-

notlivé proteiny a jejich funkce v hostitelské buice jsou shrnuty v tabulce 1.

E6

LCR

Par & E7

AL
79041

L2

E1

L1

. E4
E5 mmmmt— E2

Obrazek 1: Organizace kruhového dsDNA genomu HPV, konkrétné HPV16. Geny jsou transkribovany ve sméru
hodinovych rucic¢ek. Geny kodujici nestrukturni proteiny jsou oznaceny E, strukturni proteiny L a dlouha kontrolni
oblast LCR. Hlavni promotory a polyadenyla¢ni signaly jsou vyznaceny jako Po7, Ps70, Ar, AL (Kajitani et al.,
2012).



Protein Funkce v zivotnim cyklu
El Replikace genomu — ATP-dependentni DNA helikaza

E2 Replikace genomu — rozpoznani ori, transkripce, enkapsidace, regulace exprese bunéénych gent,

regulace apoptozy

E4 Remodelace cytokeratinové sité, zastaveni bunééného cyklu, sestaveni virionu
E5 Kontrola bunééného rustu a diferenciace, imunitni modulace

E6 Ovlivnéni bunééného cyklu, inhibice apoptdzy, imortalizace bunék, proliferace
E7 Ovlivnéni bunécného cyklu, inhibice apoptdzy, imortalizace bunék, proliferace
L1 Hlavni kapsidovy protein

L2 Minoritni kapsidovy protein, ucastni se sestaveni viru

Tabulka 1: Pfehled proteinti kddovanych lidskymi papilomaviry a jejich funkce v ramci replikac¢niho cyklu (Gra-
ham, 2010; Kajitani et al., 2012). Pfehledny seznam bunécnych cilt téchto proteinti vytvofili ve svém prehledovém
¢lanku Kajitani a kolektiv.

3.1.3 Zivotni cyklus

HPV infikuji epitelidlni tkdn€ mikro-poSkozenimi nebo jinym epitelidlnim traumatem, ktery
odhaluje segmenty bazalni membrany. Pro transport a vstup do bazalnich bun¢k je nejprve
nutnd vazba k heparansulfatovému proteoglykanovému receptoru (HSPG) extracelularni matrix
prostiednictvim hlavniho kapsidového proteinu L1. Tato vazba je nasledovana proteolytickym
Stépenim L1 proteinu serinovou protedzou kallikrein-8 (Cerqueira et al., 2015). Nasledna
zména konformace L1 proteinu pomoci bunéénych enzymi vede k odhaleni N-konce kapsido-
vého proteinu L2, ktery obsahuje konzervované $tépné misto pro furin (Kines et al., 2009).
Stépeni L1 a L2 proteinti ma za nasledek konformadni zmény téchto proteinti, které vedou
ke sniZeni afinity k HSPG receptoru. Virion je transportovan podél filopodii k basalnim bun-
kam, které jsou nasledn¢ infikovany. Viriony pro vstup do bazéalnich bun¢k vyuZzivaji zptsob
nezavisly na HSPG, ale receptor zodpovédny za vstup viriond do bun€k je zatim neznamy.
Receptory, u kterych se predpoklada, Ze by mohly byt diilezité pro vstup, jsou a6 a p4 integriny,
anexin A2, receptor epidermalniho ristového faktoru, CD9, CD63 a CD151. Po vazbé k recep-
toru na povrchu bazalnich buné€k dojde k internalizaci viru a vzniku endozomu (Keiffer et al.,
2021). Z pozdniho endozomu virus unikd diky konforma¢nim zménédm kapsidovych proteinil
a odhaleni L2 proteinu. Konforma¢ni zména je umoznéna diky acidifikaci endozomu (Miiller
et al., 2014). Strukturni protein L2 penetruje membranu endozomu, coz v kone¢ném duasledku
vede k proniknuti HPV do cytoplazmy (Kamper et al., 2006).

V cytoplazmé je genom HPV chranén membréanovou strukturou, kterd je odvozena z en-
dozomu. Tato struktura je diky L2 proteinu schopnd interagovat s vnitrobunécnym transportnim

systémem, a je tak dopravena do lumen Golgiho aparatu (GA). Tento zplisob piepravy v ramci



bunky téz znesnadnuje rozpoznani virové DNA (VDNA) v cytoplazmé a aktivaci vnitrobunéc-
nych signalnich drah jako je cGAS/STING. Komplex L2/vDNA neni schopen proniknout do
jadra a pretrvava v lumen GA az do G2/M faze bunécného cyklu. Potom co dojde k rozpadu
jaderného obalu, se tento komplex pohybuje podél vieténkovych mikrotubulii, aby se pozdéji
stal soucasti nové vznikajiciho jadra. Vezikuly obsahujici komplex L2/vDNA zistavaji nepo-
rusené az do tvorby nového jaderného obalu (Uhlorn et al., 2020).

Po vniknuti vDNA do nové vzniklych jader bazalnich bun¢k ptretrvava vDNA ve forme
episomu. V jadie se aktivuje Casny promotor (P97), coz vede k expresi Casnych genil, jejichz
proteinové produkty jsou potiebné pro replikaci genomu (Mac & Moody, 2020). Casny protein
El je virova ATP — dependentni helikaza, kterd spolu s E2 proteinem naseda do mista poc¢atku
replikace a rozvolni zde DNA (Yang et al., 1993). Vzniké tak misto pro tvorbu replikacnich
vidlicek, které jsou tvoreny bunécnymi replikacnimi faktory (Kuo et al., 1994). To vede
k rychlé amplifikaci virovych epizomt za vzniku 50-100 kopii na buniku. V nediferencovanych
buikach jsou virové genomy udrzovany na nizkém poctu kopii a replikuji se spolu s bunécnou
DNA. Jak se infikované bazalni buiiky déli a migruji z bazalni vrstvy epitelu, dochazi k jejich
diferenciaci. Transkripcni faktory, které hostitelska buiika poskytuje béhem diferenciace epi-
telu, indukuji produktivni fazi zivotniho cyklu viru, coz vede k aktivaci pozdniho promotoru
(Ps70) a expresi pozdnich virovych gent (E4, ES, L1, L2), stejné jako k vysokym hladinam E1
a E2, které tidi amplifikaci VvDNA za vzniku tisicii kopii na buiiku. Tvorba a uvolnéni novych
virovych partikuli je omezeno na nejvyssi vrstvy epitelu (Mac & Moody, 2020). Zivotni cyklus
HPV, véetn¢ grafického znazornéni postupné exprimace virovych genti v zavislosti na stupni
diferenciace hostitelskych bungk, shrnuje obrazek 2 (Kajitani et al., 2012).

Infikované diferencované epitelidlni bunky si zachovavaji aktivni bunéény cyklus. Je
tomu tak pfedevSim diky virovym proteintim E6 a E7, které dereguluji kontrolni body bunéc-
ného cyklu. Aktivni bunéény cyklus poskytuje viru bunééné faktory nezbytné pro produktivni

virovou replikaci (Longworth et al., 2005; Munger et al., 1989; Scheftner et al., 1990).
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Obrazek 2: Grafické znazornéni postupné exprese virovych genti v zavislosti na stupni diferenciace hostitelskych
bunék po infekci bun€k bazalni membrany virem HPV. Obrazek ptevzat a upraven dle Kajitani et al., 2012.

3.1.4 Karcinogeneze HPV

Dle definice je karcinogeneze proces zmén, které (vlivem karcinogent) vedou k pfeméné ,,nor-
malni‘ bunky na buiiku nddorovou. Jde bud’ o zmény genetické informace (mutace gent), nebo
o poruchu regula¢nich mechanismt (Karcinogeneze »Linkos.cz, n.d.). Charakteristickymi
znaky lidskych rakovinnych bunék je ziskani osmi biologickych schopnosti v pribéhu vyvoje
nadoru. Mezi téchto osm ziskanych biologickych schopnosti se fadi: udrzeni riistovych signali,
necitlivost k inhibitorim bunééného riistu, odolnost proti bunééné smrti, neomezeny replikacni
potencidl, aktivace invazivity bunck a tvorba metastaz, indukce angiogeneze, pfeprogramovani
bunééného metabolismu a vyhnuti se destrukei imunitniho systému (Hanahan, 2022).
Replikace HPV je zavisla na délicich se buiikach hostitele. Proteinové produkty virem
koédovanych gentit E6, E7 a E2, hraji kruciélni roli v Zivotnim cyklu viru, nebot’ svymi G¢inky
ovliviiuji proliferaci bunék. Protein E6 u HR i1 LR HPV blokuje transkripéni aktivitu p53 tim,
ze inhibuje koaktivator transkripce p300 (Thomas & Chiang, 2005). Protein E6 u HR HPV se
navic vdze na bunécny tumor supresorovy protein pS3 a tvoii komplex s buné¢nou ubikvitin
ligdzou E6AP, ¢imz smétuje pS3 k degradaci (Huibregtse et al., 1991; Scheffner et al., 1990).
Takto piisobi pouze protein E6 HR HPV. Tento protein u HR HPV véaZze stejné¢ jako u LR HPV
C-koncovou doménu proteinu p53, u HR HPV vSak navic vaze také centralni doménu proteinu
p53. Pravé vazba E6 HR HPV do centralni domény p53 je dlileZita pro jeho degradaci (X. Li &

Coffino, 1996). Protein p53 se ti¢astni riznych bunécnych procest, vcetné regulace bunééného



cyklu, apoptdzy, starnuti, oprav DNA, buné¢éné diferenciace a angiogeneze. Umlceni p53 po-
moci virovych proteinti ¢i mutace v tomto proteinu vedou k neschopnosti plnéni jeho funkci,
predevsim k neschopnosti aktivovat bunéénou smrt (Vogt Sionov & Haupt, 1999).

Protein E7 se vaze na Clena retinoblastomové tumor supresorové rodiny (pRb) (Dyson
et al., 1989). Tato vazba mé za nésledek uvolnéni E2F z pRB, a tedy progresi buné¢ného cyklu
z G1 do S faze (Giarre et al., 2001). Protein pRB hraje kli¢ovou roli pfi replikaci DNA, opravé
DNA, prevenci apoptozy, diferenciaci a starnuti bunék. Protein E7 u HR HPV vaze pRb s vyssi
afinitou (asi 10krat siln€ji) nez E7 u LR HPV (Munger et al., 1989) Retinoblastomovy protein
ve své hypofosforylované formé blokuje prechod mezi fazemi G1/S v ramci bunécného cyklu
vazbou transkripéniho faktoru E2F a potlacenim transkripce cilovych gentt E2F. Pro pfechod
smérem do S fazi musi byt pRB fosforylovan komplexy cyklinu D a cyklin dependentni kinazy
CDK4/6. Protein E7 potlacuje tuto normalni kontrolu buné&éného cyklu vazbou na pRb, ¢imz
zabranuje vazbé pRb s E2F, coz vede k uvolnéni proteinu E2F a transkripci cilovych geni to-
hoto transkripéniho faktoru (Dyson et al., 1989). Protein E7 u HR HPV, na rozdil od LR HPV,
indukuje degradaci pRb proteazomem (Giarre et al., 2001).

Za normalnich okolnosti virovy protein E2 reguluje E6 a E7 na genové i proteinové
urovni, ¢imzZ nepfimo ovliviiuje bunéénou proliferaci. Bez spravné funkce genu E2 dochazi
k deregulaci exprese proteini E6 a E7, které¢ maji imortalizacni a transformacni vlastnosti, coz
vede k tomu, Ze buiiky ziskaji schopnost nepietrzité proliferace (McBride, 2013).

VétSina HPV infekei je odstranéna imunitnim systémem, ale v nékterych ptipadech in-
fekce pretrvava. Po infekci miize virus zistat ve své epizomalni form¢ nebo se integrovat do
hostitelského genomu. Obé tyto formy mohou vést k indukci tumorigeneze (Kamal et al., 2021).
U HPV-indukovanych nadort vede ndhodné integrace virového genomu do hostitelského ge-
nomu ¢asto k naruseni genu E2 a ztraté exprese E2. Inaktivace genu E2 v ramci integrace do
genomu hostitele je dilezity krok vedouci k tumorigenezi indukované HPV. Tato integrace
vSak vede ke snizeni tvorby novych virti (Mkrtchian et al., 2021). Pokud se virus neintegruje
a zustava v epizomalni forme¢, mize dojit také k indukci tumorigeneze diky tomu, Ze exprese
genll E6 a E7 neni zcela inhibovana a dochézi k ,,prokluzovéani* exprese (leaky expresion)
téchto genti. U HPV-asociovanych nadorii je pfitomnost epizomélni formy HPV méné Casta
nez formy integrované (Kamal et al., 2021).

Aberantni exprese virovych proteinti E6 a E7, je nutnd pro indukei vzniku nadort, vede
ke zvySené proliferaci a snizené apoptdze infikovanych bunéek, coz vede k jejich imortalizaci.

V takto imortalizovanych bunikach dochdzi k nahromadéni poskozeni a mutaci v hostitelské



DNA. Pravé tyto poskozeni a mutace jsou nutné k progresi nadorového onemocnéni (Moody &

Laimins, 2010).

3.1.5 Nadory hlavy a krku

Nadory hlavy a krku jsou skupinou heterogennich nadorti. Hlavnim rizikovym faktorem je kon-
zumace alkoholu a tabdkovych vyrobkii. Mezi dal$i faktory vzniku téchto nadorii patii: vysta-
veni ultrafialovému zafeni (slunce, soldria), expozice karcinogentim v zaméstnani (napft. for-
maldehyd, azbest, dfevény prach), infekce virem Epstein-Barrové a radiacni 1écba. Infekce
HPV je vyznamnym rizikovym faktorem vzniku nadorti pfedevsim v oblasti orofaryngu. Na
zaklad¢ studie CDC vyplyva, ze 70 % nadort orofaryngu je kauzaln¢ spojeno s infekci HPV
(CDC, 2021; Viens et al., 2019).

Spinoceluldrni karcinomy hlavy a krku (HNSCC) byly historicky spojeny hlavné s kon-
zumaci alkoholu a tabdku. Snizeni prevalence koufeni ve vétSin€ vyspélych zemi v souvislosti
s protikufackymi opatfenimi za poslednich 20 let vedlo k poklesu incidence HNSCC. Sledovani
etiologie HNSCC ukazalo, ze infekce HPV je rizikovy faktor, ktery ve stejném obdobi naopak
zaznamenal nartst ve vyskytu HNSCC, konkrétné ve vyskytu orofaryngélniho spinocelularni
karcinomu (OPSCC) (Lechner et al., 2022). OPSCC zahrnuje karcinomy tonzil, spodiny jazyka,
mé&kkého patra a uvuly. Vyskyt HPV pozitivnich (HPV") OPSCC se vsak geograficky lisi. Meta
analyza provedena na studiich probihajicich mezi lety 2015 a 2021 ukazala, ze v zemich jako
je Indie ¢i Spanélsko dosahoval vyskyt HPV" OPSCC 0 % a 10 %, zatimco v jinych zemich
jako USA ¢i Svédsko dosahl 68 % a 70 %. Za vétsinou piipadi HPV" OPSCC stala infekce
HPV16, avSak typy HPV18, HPV33 a HPV35 jsou téZ Casto detekovany v téchto malignitach
(Carlander et al., 2021). Hlavnim rizikovym faktorem spojenym s HPV® HNSCC je sexualni
chovani. Byla pozorovana souvislost mezi po¢tem partnert provozujicich oralni sex a vyskytem
onemocnéni (D’Souza et al., 2016).

V roce 2020 bylo v Ceské republice 364 novych piipadii tonzilarniho karcinomu. Inci-
dence méla k roku 2020 hodnotu 2,2 dle standardu ASR-W (vékove standardizova incidence
dle svétového standardu) a nejpostizenéjsi vékova skupina byla 60—-64 let. U muzi je incidence
dlouhodobé¢ vyssi nez u Zen, v roce 2020 byla incidence tonzilarniho karcinomu u muzi 6 pfi-
padti na 100 000 obyvatel, zatimco u Zen ve stejném obdobi to byly 2 ptipady na 100 000 oby-

vatel (https://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor#). Pacienti s HPV" orofaryngalnimi

nadory jsou celkoveé mladsi, vykazuji lepsi celkové preziti a reaguji 1épe na 1écbu nez pacienti
s HPV- nadory stejné lokalizace (O’Sullivan et al., 2016). V Ceské republice byla zjisténa HPV

pozitivita u 65 % pacientil s tonzilarnim karcinomem (Rotnaglova et al., 2011), u pacient


https://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor

s orofaryngealnimi nadory a nadory hlavy a krku byla HPV infekce pfitomnomna v 59,2 %
(Koslabova et al., 2013).

3.2 MicroRNA

MicroRNA (miRNA) jsou malé endogenni jednovlaknové nekddujici molekuly RNA o délce
piiblizn¢ 22 nukleotidii. Tyto RNA se uplatiiuji pii post-transkripcni regulaci genové exprese
a miizeme je nalézt v rostlindch, zviratech, a i u nékterych virti. MicroRNA funguji na zakladé
parovani bazi s komplementarnimi sekvencemi v molekuldch mediatorové RNA (mRNA). Tato
komplementarita mtze byt uplna ¢i pouze ¢aste¢na (Fabian et al., 2010). Poprvé byly miRNA
popsany Leem a jeho kolegy v roce 1993 (R. C. Lee et al., 1993).

Hlavni funkei miRNA u lidi je regulovat genovou expresi piredev§im pomoci mecha-
nismu translacni represe. Pro tento mechanismus neni tieba rozsahlého parovani mezi miRNA
a 3" neptekladanou (UTR) oblasti cilové mRNA. Je zde vSak tieba adaptorovych proteint, které
interaguji jak s miRNA, tak i s cilovou mRNA. Interakce mRNA s miRNA adaptorovymi pro-
teiny vede k destabilizaci 3' poly(A) konce mRNA, rekrutaci proteini dekapitovaciho kom-
plexu a k odstépeni 7-methylguanosinové ¢epicky na 5' konci mRNA. Ztrata ¢epicky je nasle-
dovand 5'-3' exonukleolytickym Stépenim mRNA (Bartel, 2018). Predpoklada se, ze miRNA
u lidi ovliviiyji asi 60 % gent kodujicich proteiny (Kumar & Reddy, 2016).

MicroRNA se vyskytuji nejen v bunikéch, ale 1 jako extracelularni cirkulujici miRNA.
Pravé proto, Ze jsou uvoliiovany do télnich tekutin véetné krve a mozkomisniho moku a jsou
vysoce stabilni 1 za nefyziologickych podminek jsou zkoumany jako biomarkery u fady one-

mocnéni (Filipdw & Laczmanski, 2019).

3.2.1 Biogeneze miRNA

Geny miRNA se nachazeji bud’ v intronech a exonech primarnich transkript genti kodujicich
proteiny a zde jsou piepisovany RNA pol. II, nebo v nezavislych nekddujicich lokusech a jsou
prepisovany RNA pol. III (Bartel, 2018). Biogeneze miRNA probiha bud’ kanonickou nebo
nekanonickou drédhou, pficemz kanonickd draha biogeneze miRNA dava vzniknout vétSing
miRNA, a proto bude detailn€ji popsana dale (Kim & Kim, 2007).

V kanonickeé draze biogeneze jsou miRNA transkribovany ze svych genit RNA polyme-
razou II jako ,,velké* prekurzory RNA, které jsou nckolik stovek nukleotidii dlouhé. Tyto
vzniklé transkripty se oznacuji jako primarni miRNA (pri-miRNA) transkripty a obsahuji 5'
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cepicku a poly-A konec (Y. Lee et al., 2004). Pri-miRNA jsou déle v jadie zpracovany na pre-
kurzorovou miRNA (pre-miRNA) mikroprocesorovym komplexem. Ten se sklada z proteinu
vazajiciho dvouvlaknovou RNA Pasha/DiGeorge Syndrome Critical Region 8§ (DGCRS) a en-
zymu ribonukledzy III (Drosha) (Denli et al., 2004). Soucast mikroprocesorového komplexu
Pasha/DGCRS rozpoznava N°-metyladenylované specifické motivy v pri-miRNA, zatimco
Drosha $tépi duplex pri-miRNA na bazi charakteristické vlasenkové struktury pri-miRNA. To
ma za nasledek vytvoreni pre-miRNA s dvounukleotidovym ptfesahem na 3' konci (Alarcéon et
al., 2015).

Vzniklé pre-miRNA maji délku ~ 70 nukleotidii a jsou poskladany do nedokonalych vla-
senkovych struktur. Pre-miRNA jsou pak exportovany do cytoplazmy pomoci exportinu 5
(Exp5) a komplexu Ran-GTP (ras related nuclear protein-guanosintrifosfate) (R. Yi et al.,
2003). V cytoplazmé pre-miRNA podstupuji dalsi krok zpracovani, a to pomoci enzymu Dicer,
coz je RNaza typu III (Bernstein et al., 2001). Rozeznani pre-miRNA se ucastni protein TRBP
(transactivation response element RNA-binding protein), ktery mezi velkym mnozstvim bunéc-
nych RNA poméha RN4aze Dicer efektivné najit a $tépit pre-miRNA (Fareh et al., 2016). Zpra-
covani Dicerem zahrnuje odStépeni vlasenkové smycky v pre-miRNA a generuje miRNA du-
plex, dvouvlaknovou RNA o délce piiblizné 22 nukleotidt (Denli et al., 2004).

MikroRNA vytvoiend Dicerem obsahuje dvé vlakna a jejich smér uruje nazev zralé
formy miRNA. VIadkno 5p pochézi z 5' konce pre-miRNA vlasenky, zatimco 3p vlakno pochézi
z 3' konce. I kdyZ ob¢ vlakna odvozené ze vzniklého miRNA duplexu mohou byt integrovana
do RISC komplexu (uml¢ovaci komplex indukovany RNA), vybrano je vzdy jedno a vybér S5p
nebo 3p vlakna je zaloZen na termodynamické stabilité na 5' koncich miRNA duplexu. Za vybér
tzv. guide vldkna (vodiciho vldkna), tedy vldkna inkorporovaného do RISC, jsou také ¢astecné
zodpovédné proteiny Argonaut (Agol—4). Ty jsou téz zodpovédné za zniceni tzv. passanger
vlakna, tedy vldkna neinkorporovaného do RISC, kter¢ je degradovano jako substrat komplexu
RISC. RISC je ribonukleoproteinovy komplex obsahujici ¢leny rodiny proteinti Argonaut. Ar-
gonaut proteiny maji endonukledzovou aktivitu namifenou proti fetézcim mRNA, které jsou
komplementarni k miRNA, jenz se na mRNA vaze (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003;
Yoda et al., 2009). Takto vznikld maturovand miRNA v komplexu s RISC mlze modulovat
genovou expresi na post-transkripéni urovni. Grafické znazornéni procesu biogeneze miRNA
je na obrazku 3.

Kromé této kanonické drahy biogeneze miRNA, jak jiz bylo feceno, existuji i nekano-
nické drahy. Tyto dradhy vyuZivaji riizné kombinace proteint zapojenych do kanonické drahy,

zejména Drosha, Dicer, exportin 5 a Ago2. Obecné plati, Ze nekanonickd miRNA biogeneze
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muze byt seskupena do drah nezévislych na Drosha/DGCRS8, nezavislych na Dicer a jejich riiz-

nych kombinaci (Daugaard & Hansen, 2017) .
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Obrazek 3: miRNA jsou transkribovany RNA polymerazou II jako pri-miRNA a jsou zpracovany na ~70 nt
pre-miRNA mikroprocesorovym komplexem slozenym z enzymu RNazy 111, Drosha, a proteinu vazajiciho RNA,
DGCRS8/Pasha. Pre-miRNA vlasenky jsou poté exportovany do cytoplazmy pomoci Exp5 a RanGTP, kde jsou
dale zpracovavany enzymem RNazy III, Dicer, ten odstépi smycku vlasenky, ¢imz vznika miRNA duplex. Duplex
miRNA se rozvine a vodici vlakno je navazano na proteiny Argonaut (Agol—4) a v¢lenéno do komplexu RISC.
Komplex miRNA-RISC vyuziva miRNA k navedeni komplexu k mRNA a s ¢aste¢nou komplementaritou sekvenci
indukuje rozpad mRNA nebo translacni represi. Obrazek pievzat a upraven dle Daugaard & Hansen, 2017.
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3.2.2 Klasifikace miRNA

MicroRNA se oznacuji pfedponou ,,miR“, po které nasleduje pomlcka a ¢&islo. Cislo je dano
pofadim pii pojmenovani, napt. miR-1 byla objevena a pojmenovana pred miR-139. Identifi-
kac¢ni ¢isla jsou tedy pridélovana postupné, piicemz identické miRNA maji stejné Cislo, bez
ohledu na organismus. Oznaceni ,,miR* se vztahuje na zralou formu miRNA, zatimco oznaceni
,,mir* se vztahuje na pre- ¢i pri-miRNA. Geny, které koduji miRNA, jsou také pojmenovany
pomoci stejné tiipismenné predpony s velkymi pismeny (Ambros et al., 2003).

Klasifikace vyuziva k oznaceni druhu zkracené 3 nebo 4 pismenné piedpony, takze
identifikatory maji tvar napi. hsa-miR-101 (u Homo sapiens) nebo dme-miR-281-1 (u Dro-
sophila melanogaster). 1dentickym nebo velmi podobnym sekvencim miRNA v rdmci druhu
lze také pritadit stejné Cislo, pfi¢emz jejich geny jsou odliSeny pismennymi nebo ¢iselnymi
ptiponami, napfi. transkripty ~22 nt dme-mir-13a a dme-mir-13b se mirn¢ 1isi v nukleotidové
sekvenci, zatimco prekurzorové miRNA dme-mir-281-1 a dme-mir-281-2 vedou k identické
zralé miRNA, ale pochazeji z genli umisténych v riznych oblastech genomu (Ambros et al.,

2003; Griffiths-Jones et al., 2006).
3.3 MikroRNA a nadory

Nadorové buiiky Casto vykazuji aberantni expresi miRNA. Aberantni exprese miRNA v nédo-
rovych bunikéch, ve srovnani s norméalnimi buiikami, je pfipisovana zménam v poctu kopii genli
pro miRNA, zménam v regulaci exprese geni miRNA a jednonukleotidovym mutacim jak
v genech pro miRNA, tak 1 v jejich cilovych genech (Y. Peng & Croce, 2016).

Role miRNA v patogenezi nadort mtize byt vSak rtizna, protoze miRNA mohou mit
jednak tumor-supresorovy, ale i onkogenni potencial. V ptfipadé, ze miRNA funguji jako tumor
supresivni, muze zvyseni exprese vést k zastaveni kancerogeneze. U onkogenich miRNA (on-
comiR) miize jejich aberantni exprese ve formé zvySené exprese vést k aktivaci maligniho pro-
cesu (Kunej et al., 2012). Pfikladem oncomiR je miR-125b-1 u akutni lymfoblastické leukemie,
kde zvysuje jeji maligni potencidl. Tato miRNA ma zvysenou expresi diky translokaci genu pro
pri-miRNA do lokusu pro téZky imunoglobulinovy fetézec (Sonoki et al., 2005). Mechanismy
pusobeni miR-125b-1 jsou shrnuty v pfehledovém ¢lanku B. Peng et al., 2021. Oproti tomu je
miR-584-5p u nemalobunécného karcinomu plic ptikladem tumor-supresorové miRNA (S. B.
Lee et al., 2021). V téchto naddorech je jeji exprese snizena a jeji zvySend exprese snizuje schop-

nost bunék proliferovat a migrovat. Jako cil této miRNA byla identifikovana mRNA genu
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YKT6, ktery koduje SNARE protein ucastnici se vezikularniho transportu (S. B. Lee et al.,
2021).

Razné typy nadorii jsou spojovany s riznou aberantni expresi miRNA, a proto je snaha
zmapovat expresni profily miRNA raznych typti nadort. Exprese miRNA se lisi podle anato-
mické lokalizace, tedy zélezi na typu tkané a jejim nadorovém charakteru. Expresni profily
mohou byt vyuZzity pro urceni potencidlnich terapeutickych cili nebo jako diagnostické a pro-
gnostické markery (Tomaszewska et al., 2021). U miRNA, které maji byt pouzity pro diagnos-
tiku nebo terapii, je nejen potieba zjistit, zda maji onkogenni nebo tumor-supresivni roli, ale
také mechanismus, jak jejich deregulace ovliviiuje progresi nadoru. Mnoho vyzkumnych tymi
se zabyva problematikou expresniho profilu exprese miRNA souvisejici s riznymi typy nadorti
napt. nadory prsu, plic, prostaty, pankreatu (Bauer et al., 2012; Blenkiron et al., 2007; Porkka
et al., 2007; Yanaihara et al., 2006). Jiz byly identifikovany miRNA, které slouzi jako diagnos-

tické markery pfi diagnostice karcinomu pankreatu (Bonneau et al., 2019).

3.3.1 Expresni profil miRNA v HPV* nadorech

Expresni profily HPV' nadort byly studovany jak na bunéénych liniich, tak na klinickych vzor-
cich ziskanych od pacientl a v tom ptipad¢ by mély byt porovnavéany se vzorky zdravé tkané
stejné anatomické lokalizace.

V roce 2012 Lajer a kol. definovali skupinu "HPV core" miRNA specifickych pro dva
typy HPV* nadort, a to karcinomu hrdla délozniho a tonzil. Tzv. "HPV core" je skupina
miRNA, jejichz deregulace je specificka a zavisla na infekci HPV. "HPV core" bylo stanoveno
pomoci expresnich profill z klinickych vzorkid nddort a zdravé tkan€ pomoci analyzy exprese
za vyuziti mikroCipQ (mikroarray). Expresni profily byly mezi sebou porovnany a byly vybrany
ty miRNA, které vykazovaly signifikantni zménu exprese specifickou pro HPV" vzorky. Tako-
vych miRNA bylo celkem 36, z nich 22 mélo zvySenou expresi a 14 sniZenou (Lajer et al.,
2012).

Vojtéchova a kol. se zaméfili na studium expresniho profilu HPV" HNSCC, konkrétné
na tonsilarni nadory. Na vzorcich nadorové tkdn€ od pacienti definovali 46 miRNA se zvyse-
nou a 31 miRNA se sniZenou diferencialni expresi miRNA charakteristickych pro HPV' nadory
tonzil, 42 miRNA se zvySenou a 42 miRNA se snizenou diferencialni expresi miRNA charak-
teristickych pro nadory nezavislé na HPV infekci. Expresni profil vzorkli od pacientt byl po-
rovnavan oproti vzorklim zdravé tkdné ze stejné lokalizace. Pfi srovndni ziskanych expresnich
profili s expresnimi profily u cervikalnich nadorG ur¢ily miR-141-3p, miR-15b-5p, miR-

200a-3p, miR-302c-3p a miR-9-5p jako specifické miRNA pro HPV indukované malignity.
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MiR-335-5p, miR-579-3p a miR-126-5p byly sdileny expresnimi profily HPV" tonzilarnich
nadorti a HPV imortalizovanych keratinocytovych klonii. Studie pro porovnani expresnich pro-
fili miRNA v klinickych vzorcich vyuzila metodu TagMan Low Density Arrays, coz je jina
metoda, nez pouzila skupina Lajera a kol. (Vojtechova et al., 2016).

Dalsi studie zaméfena na zjisténi expresniho profilu miRNA u HPV'" HNSCC vyuzila
analyzy 61 Cerstvé odebranych primarnich ordlnich (OSCC) a orofaryngealnich vzorkt od pa-
cientd se spinoceluldrnim karcinomem. HPV DNA a RNA byla nalezena ve 21 % ptipadi.
MiRNA profilovani pomoci sekvenovani nové generace bylo provedeno na 22 vzorcich a od-
halilo 7 specifickych miRNA pro HPV* OSCC, 77 pro HPV" OPSCC a dalsi 3 sdilené obéma.
Expresni profily nadorovych tkani byly porovnavany oproti expresnimu profilu zdravé tkané
stejné anatomické lokalizace. NejveEtsi zmeéna v expresi byla zjiSténa pro 4 miRNA specifické
pro HPV"™ OPSCC (miR-9, -29a, -143 a -145). Autofi vSak poukazuji na to, Ze i kdyz identifi-
kovali 4 miRNA specifické pro HPV" OPSCC s vysokou mirou zmény exprese, dle literatury
se pouze miR-9 vyskytuje témét exkluzivné u HPV" OPSCC, zatimco ostatni miRNA se vy-
skytuji 1 u HPV™ nadori. V SirSim kontextu jinych studii se jim nepodatilo stanovit profil ex-
kluzivnich miRNA pro HPV" OPSCC (Bozinovi¢ et al., 2019).

Potvrdit existenci tzv. univerzalniho miRNA "HPV core", tedy miRNA profilu spolec-
ného pro nadory pozitivni na HPV v riznych anatomickych lokalizacich, se pokusili Nunvar
s kolegy. Pokusili se identifikovat deregulované miRNA exkluzivni pro vS§echny HPV-asocio-
vané karcinomy. Pfedpoklad byl, Ze pokud jsou exprimované virové proteiny (piedevsim E6 a
E7), tak by mé&li podobné ovlivitovat miRNA expresni profil. Hodnoceny byly expresni profily
miRNA u skupiny HPV* nadori pomoci sekvenovéani nové generace (NGS). Soubor zahrnoval
cervikalni, vulvalni, analni a tonzilarni nadory. Byla pozorovéana riiznorodost mezi typy nadort
co do celkového poctu deregulovanych miRNA. Nejvyssi pocet odlisné exprimovanych
miRNA byl detekovan v cervikalnich HPV" nadorech. Bylo zji§téno vice miRNA se sniZenou
nez se zvySenou diferencialni expresi v HPV' cervikalnich nadorech, avSak u orofaryngealnich
nadord tomu bylo naopak. Existence takového univerzalniho "HPV core" miRNAs, jejichzZ de-
regulace je zavisla na infekci HPV se nakonec nepotvrdila (Nunvar et al., 2021). Piehled né-
kterych vybranych diferencialné exprimovanych miRNA ze studie Nunvar et al., 2021, diplo-
move prace Pagacova, 2020 a studie Vojtechova et al., 2016 je uveden v tabulce 2. "HPV core"
miRNA profily Lajera a kol. se neptekryvaji s t€émi ze studie Vojtechova et al., 2016 ani s témi
od Nunvar et al., 2021. Rtzné vystupy pro konkrétni miRNA v rlznych studii 1ze pficist sil-

nému faktoru, ktery expresi ovliviiuje vice nez ptitomnost HPV a tim je anatomicka lokalizace.

15



Navic bylo prokdzano, ze rozdily ve vystupech studii jsou nejen disledkem pouziti vzorka riz-
nych lokalizaci nédoru, ale i rGznych materiald z téchto lokalizaci (Cerstvé mrazené
vzorky/vzorky fixované ve formalinu). Studie téz vyuzivaly rizné detek¢ni metody miRNA,
coz také muze ovliviovat ziskané vysledky. V neposledni fad¢ zalezi i na statistickém zpraco-
vani dat, coz ma také vliv na rozdilnost vysledki jednotlivych studii (Bozinovi¢ et al., 2019;

Lajer et al., 2012; Nunvar et al., 2021; Vojtechova et al., 2017).

Cervikalni HPV* | Orofaryngealni HPV- | Orofaryngealni HPV*

miRNA

Gen pro miRNA

exprese exprese exprese

MIR133A1 | snizend
MIR143 sniZzend
MIR145 sniZzend

MIR133B | snizena
MIR762 zvysend
MIR142 zvysena
MIR451A |sniZena snizena snizena
MIR147B | zvySend zvysend

MIR30A | snizena

MIR10A snizena snizena

MIR145 snizena snizena
hsa-miR-9-5p MIR9-1
hsa-miR-20b-3p | MIR20B
hsa-miR-20b-5p | MIR20B
hsa-miR-199a-3p | MIR199A1 | snizena
hsa-miR-21-3p | MIR21

hsa-miR-139-5p | MIR139 sniZzena sniZzena
hsa-miR-4508 MIR4508 | zvySena zvysena
hsa-miR-663a MIR663A | zvySend zvysena

Tabulka 2: Pfehled vybranych diferencialné exprimovanych miRNA ze studii Nunvafe a jeho kolegti, Vojtéchové
a jejich kolegti a Lucie Pagacové. Modie jsou zvyraznény miRNA, které nejsou deregulované u zadnych orfofa-
ryngealnich nadorii. Zluté je zvyraznéna jedind miRNA deregulovana u HPV* vulvalnich tumort. Cervené jsou
zvyraznény miRNA deregulované pouze v HPV* orofaryngealnich nadorech potvrzené obéma studiemi provede-
nymi Nunvafem a kol. a Vojtéchovou a kol. Fialové jsou zobrazeny miRNA pro orofaryng, kdy Vojtéchové a kol.
vysel opacny smér deregulace nez Nunvaiovi a kol., zde data od Nunvafe a kol. Oranzové jsou znazornény
miRNA, kterymi se ve své praci zabyvala Lucie Pagacova. Ve sloupcich oznacenych "exprese" vidime pravdépo-
dobnou diferencialni expresi dané miRNA oproti zdravé tkani pro konkrétni typ nadoru. Oznaceni "snizena" zna-
mena diferencialni snizenou expresi, zatimco "zvysena" znamena diferencialni zvySenou expresi. Pfevzato a upra-
veno dle (Nunvar et al., 2021; Pagacova, 2020; Vojtechova et al., 2017).

3.3.2 Studium vlivu HPV E6/E7 na funkci miRNA

MikroRNA u HPV" nadorii ma spojitost s virovymi onkoproteiny E5, E6 a E7. To bylo expri-
mentalné prokazano pomoci in vitro modeld. Je tomu tak nejen u bunécnych linii odvozenych
z cervikdlnich nadort, kde je HPV majoritni pfi¢inou vzniku malignit, ale i u bunéénych linii

odvozenych z nadorii orofaryngu. Zang a kol. sledovali dopad exprese proteinu E6 HPV-16
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v transfekovanych buiikéch na hladinu miR-125b, kterd vykazovala sniZenou hladinu exprese
u HPV" OPSCC. Transfekce plazmidu kddujiciho HPV-16 E6 protein do bun&énych linii Eca
109 a Kyse 150 odvozenych od karcinomu jicnu vyrazné snizila hladinu exprese miR-125b
a podporila tvorbu kolonii. Obnoveni hladiny exprese miR-125b mélo opacny efekt na tvorbu
kolonii v bunéénych liniich transfekovanych HPV-16 E6 (Zang et al., 2015).

Utinky proteinu E6 a E7 HPV-16 na buiiky FaDu (hypofaryngélni karcinom) zkoumali
Lu s kolegy. K vyzkumu byly pouzity lentivirové vektory, diky kterym byly u bunék FaDu
(HPV") exprimovany proteiny E6 a E7. Jako kontroly slouzily netransfekované bunky. Bylo
pozorovano, ze rychlost apoptdzy byla snizena, zatimco proliferace bun¢k byla zvySena v trans-
fekovanych bunkach oproti kontrolnim bunkédm. Transfekované buiikky vykazovaly zvysSené
hladiny exprese miR-363 a miR-15a. Stejné miRNA vykazovaly zvySené hladiny i u HPV-16
pozitivnich pacientl s nddory hlavy a krku (Lu et al., 2016).

V HPV negativnich HT-3 a C-33 A buitkédch odvozenych od karcinomu hrdla délozniho
kotransfekovanych vektorem, ktery nesl geny pro HPV16-E6/E7, byla za vyuziti technologie
mikro array pozorovdna snizend exprese miR-454-5p, miR-656-5p miR-3156-3p,
miR-4779-3p, miR-6779-3p a miR-6841-3p. Pomoci RT-qPCR byla téZ prozkoumana exprese
miRNA v HPV16/18 pozitivnich cervikélnich klinickych vzorcich. Vysledky byly poté porov-
nany s vysledky mikroarray a ukéazalo se, Ze ve vSech materidlech dochézi k poklesu exprese
miR-3156-3p. Pomoci funkénich analyz monitorujicich schopnost bunék proliferovat a migro-
vat zprostfedkovanych metodami pocitani bun€k (Cell Counting Kit 8) a kolonkového migrac-
niho testu (transwell) bylo jiSténo, Ze sniZzena exprese miR-3156-3p vedla ke zvySené prolife-
raci a migraci bunék oproti buitkdm, kde doslo ke zvySeni této miRNA. Tato zjisténi naznacuji,
Ze ptitomnost proteinu E6 snizuje expresi miR-3156-3p, coz vede ke zvySeni proliferace a mi-
grace bun¢k (Xia et al., 2017).

Uml¢eni HPV16 E5, E6 a E7 proteinii pomoci siRNA a shRNA v cervikalnich HPV™
bunéénych liniich CaSki a SiHa ukdzalo, Ze ztrata virovych proteinli vede ke zvySeni exprese
miR-148a-3p, jejiz exprese je v infikovanych buiikach, oproti bunikam zdravé tkané€, snizena.
Umlceni pouze E6 a E7 v SiHa buiikach ukdzalo zvySenou expresi miR-199b-5p a miR-190a-5p
v téchto buiikach oproti kontroldm, kde k uml€eni nedoslo. ZvySeni exprese miR-190a-5p byla
pozorovana uml¢enim HPV16 E5 v CaSki (Han et al., 2018).

Studie vyuzivajici LNA (Locked Nucleic Acid) array ke sledovani dopadu HPV16 na ex-
presi miRNA identifikovala u bun€k odvozenych z orofaryngedlnich néadora (SCCO003,
SCC089, UMSCC22B, SCC4, HN6) fadu diferencidlné¢ exprimovanych miRNA oproti
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HPV~ bunkam stejné anatomické lokalizace. Bylo zjisténo ze, zvySend exprese proteinu E6 sni-
zila expresi miR-496, coz jak se ukazalo mélo ptimy dopad na post-transkripéni kontrolu tran-
skrip¢niho faktoru E2F typu 2. Tato miRNA se piimo vaze do 3' UTR E2F2, ¢imz miize regu-
lovat hladinu tohoto transkripcniho faktoru. Kontrolni zvySeni exprese této miRNA
v HPV™ buiikach vedlo v tomto ptipadé ke snizeni hladiny E2F2 (Mason et al., 2018).

Role onkoproteind HPV16 a 18 E6/E7 v transformaci bunék HeLa (HPV-18) a CaSki
(HPV-16) byla studovana Morganem a jeho kolegy. Jejich zjisténi pfispiva k teorii, Ze onko-
proteiny E6/E7 u HPV hraji roli v deregulaci miRNA. V této studii bylo pozorovano, ze pro-
teiny HPV E6 a E7 (u HPV-16 a -18) udrzovaly nizkou expresi regulacni kindzy STK4 v buii-
kach karcinomu hrdla délozniho zvySenim exprese oncomiR miR-18a, ktera piimo cilila na 3'
UTR mRNA této kindzy. Uml¢eni miR-18a vedlo ke zvyseni exprese STK4 a aktivovalo Hippo
dréhu, coz vyznamné snizilo proliferaci bun¢k odvozenych z karcinomu délozniho ¢ipku (Mor-
gan et al., 2020).

Vyse zminéné studie dokazuji roli virovych onkoproteint, pfedev§im tedy E6 a E7, v de-
regulaci miRNA. Role virového onkoproteinu E5 na deregulaci miRNA neni pfili§ studovana,
v tomto prehledu je pouze jeden ¢lanek, ktery naznacuje, ze se deregulace exprese miRNA také

ucastni.
3.4 Role miR-139-5p a miR-147b

Tato kapitola se zaméfuje na dosud zndmé cile a funkce dvou vybranych miRNA ze studii
Nunvar et al., 2021; Pagacova, 2020; Vojtechova et al., 2017. Komplexni seznam studiemi

zjiSténych cili miRNA z tabulky 2 je uveden v pfiloze 1.

3.4.1 miR-139-5p

Tato miRNA ve studii Nunvaf a kol. u HPV" nadori cervixu a orofaryngu méla snizenou ex-
presi (Nunvar et al., 2021). Rada studii analyzovala expresi a funkci této miRNA v nadorech
riznych anatomickych lokalizaci (tabulka 3). Vysledky téchto studii ukazuji, Ze role
miRNA-139-5p ma tumor supresivni funkci (Bao et al., 2022; Hou et al., 2020; Y. Li et al.,
2022; Y. Wu et al., 2020).

Dosud Zadna studie zatim nestudovala funkci miR-139-5p v HPV™ orofaryngealnich na-
dorech. Jedna ze studii se zaméfila na funkci této miRNA v bunécnych liniich (SAS, CAL-27)
odvozenych z karcinomu jazyka. Tyto bunééné linie byly HPV". Role miR-139-5p byla v této
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studii stanovena jako tumor-supresivni. Pfirozena exprese byla v téchto buiikéch snizena. Zvy-
Seni exprese pomoci transfekce mimikujici miRNA vedlo ke sniZzeni schopnosti bunék prolife-
rovat, migrovat a invadovat. Studie dale ukazala, ze pravdépodobnym cilem této miRNA je
mRNA genu HOXA9. Tento gen byl vybran za pomoci databaze TargetScan diky vysoce kon-
zervované vazebné sekvenci pro miR-139-5p v 3' UTR oblasti mRNA genu HOXA49. Pomoci
RT-gPCR byla pozorovana snizena exprese genu HOXA9 v bunkdach, které byly transfekovany
mimikujici miR-139-5p a zaroven tyto buiiky vykazovaly snizenou schopnost proliferace oproti
bunkam netransfekovanym. Konkrétni draha mechanismu inhibice vSak popsana nebyla (K.
Wang et al., 2017).

Dalsi studie se zaméfila na roli miR-139-5p v buiikach odvozenych z karcinomu déloz-
niho ¢ipku (SiHa, Hela), tedy HPV pozitivnich linii (SiHa [HPV16], Hela [HPV18]). Tato stu-
die prokéazala pomoci RT-qPCR sniZenou expresi miR-139-5p v téchto cervikalnich buiikdch
oproti epitelidlnim bunkam (Ectl) zdravé tkané€. Transfekce mimikujici miR-139-5p do téchto
bunc¢k vedla ke zvyseni exprese této miRNA, coz mélo za nasledek snizeni schopnosti nadoro-
vych bunck migrovat a proliferovat. Pomoci databaze TargetScan bylo predikovano, Ze cilem
miR-139-5p by mohla byt 3' UTR oblast mRNA genu 7CF4, protoZe obsahuje konzervované
vazebné misto pro tuto miRNA. Byl zkonstruovéan plazmid obsahujici luciferazovy gen a gen
pro TCF4 véetné 3' UTR, u které byl predpoklad, Ze je cilem miR-139-5p. Za pomoci lucifera-
zového reportérového testu byl, pii ko-transfekci tohoto plazmidu do bunék spolu s miR-139-5p
mimikujici miRNA, pozorovéan ubytek fluorescence. Pokles exprese TCF4 v transfekovanych
buitkdch mimikujici miRNA byl pozorovan na proteinové i mRNA urovni. Medidtorova RNA
genu TCF4 byla cilem miR-139-5p, pfi¢emZ ucinek této miRNA byl tumor supresivni (Ji et al.,
2019).
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Druh rakoviny/nadoru Cilovy gen Funk¢éni Buiiky Zdroj
role miR
Rakovina tlustého stfeva NOTCHI Tumor DLDI1, HCT116, (L. Zhang et al., 2014)
supresor SWI1116
Hepatocelularni karcinom SPOCK;1 Tumor HepG2, Hep3b; (Fan et al., 2013; P. Li et
ROCK2; supresor SMMC-7721, BEL7402; | al., 2019; Wong et al.,
SLITRK; SK-HEP-1, HA22T; L- 2011;J. Wu et al., 2020;
ENAH 02, HepG2, BEL-7402, Y. Zhang et al., 2022)
FOS Hep3B,MHCC97H,
MHCC97L, HEK293
Glioblastom NOTCH; Tumor LN229, U&7, (J.Lietal, 2018; R. Y.
MCL-1; supresor U87, LN229; Lietal, 2013; L. Wang
GABRAI; U251, U7 etal., 2021; Q. Wang et
FTLI US87, LN229 al., 2018)
Kolorektalni karcinom BCL2; Tumor HCT116, SW620; (Q. Lietal., 2016; Song
AMFR, supresor HCT-116, LoVo et al., 2014; L. Zhang et
NOTCHI al., 2014)
Rakovina endometria HOXA10 Tumor ECCl, Ishikawa (J. Liu et al., 2018)
supresor
Oralni spinocelularni karci- | HOXA9 Tumor SAS, CAL-27 (K. Wang et al., 2017)
nom supresor
Rakovina moc¢ového mé- CX43; Tumor ECV-304; (Chi et al., 2019; Jia et
chyfte PRCI; supresor T24, BOY al., 2020; Yonemori et
MMPI1 al., 2016)
Rakovina prostaty IGFIR, AXL Tumor PC3, Dul45 (Nam et al., 2019)
supresor
Rakovina jicnu VEGF; Tumor KYSE 150; EC109, (Jiao et al., 2019; R. Liu
NR5A2 supresor EC9706, CaEs-17, etal., 2013)
KYSE150, TE1
Osteosarkom DNMTI Tumor MG63, U20S (Shi & Guo, 2018)
supresor
Nemalobunéény karcinom CCNBI; Tumor BEAS-2B, A549; (Bao et al., 2022; Sun et
plic c-MET; supresor A549, SK-MES-1; al., 2015; Xu et al., 2015;
IGFIR; A549, SK-MES-1, Z. Zhang et al., 2020)
HDGF H520; A549, H1299
Rakovina zaludku PMP22; Tumor SGC7901, BGCR23; (Hou et al., 2020; Y. Li et
TPD52 supresor HGC-27, SGC-7901, al., 2022)
MKN-45, AGS GC,
GES-1
Hemangion IGF-IR Tumor HemSCs (Y. Wu et al., 2020)
supresor
Karcinom délozniho ¢ipku TCF4 Tumor CaSki, SiHa, Hela, C- (Jietal., 2019)
supresor 33A
Pankreaticky duktalni ade- Thymopoietin | Tumor SW1990, ASPC-1, (Zhou et al., 2019b)
nokarcinom supresor BXPC-3, PANC-1
Rakovina slinivky EZH2 Tumor SW1990, BxPC-3 (Ma et al., 2018)
supresor
Rakovina vajecniki ROCK1 Tumor SKOV3, A2780, OV- (Y. Wang et al., 2018)
supresor CAR, HO-8910,

Tabulka 3: Tato tabulka shrnuje seznam s cili miR-139-5p studovanymi v riznych buné¢nych liniich. Typy nadort
jsou uvedeny v prvnim sloupci, v druhém jsou pak cilové geny, respektive jejich mRNA. Treti sloupec udava
zjidténou roli miRNA. Ctvrty sloupec obsahuje pouzité bundéné linie odvozené od nadorti a posledni, tedy paty
sloupec, obsahuje citace literatury, ze které se Cerpalo.
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3.4.2 miR-147b

Na expresnich profilech miRNA provedenych ve studiich Nunvar a kol. a Vojtéchova a kol.

meéla miR-147b zvySenou expresi v nadorovych buitkach oproti buitkdm zdravé tkané stejné

anatomické lokalizace (Nunvar et al., 2021; Vojtechova et al., 2017). Jeji funkce neni jasné

dana a u nékterych typti nadort se jevi jako tumor supresivni, avSak u jinych zase puisobi jako

oncomiR (Cui et al., 2018; Feng et al., 2020). Zda se, ze miR-147b ma dualni charakter v za-

vislosti na typu nadoru, respektive pouzitych bunécnych liniich. Studie zkoumajici expresi

a funkci této miRNA a jejich cilt jsou piehledné uvedené v tabulce 4. Dosud neexistuje studie,

ktera by ovéiovala funkci této miRNA v orofaryngalnich ¢&i cervikalnich HPV™ nadorech.

Druh rakoviny/nadoru Cilovy gen Funkéni Buiiky Zdroj
role miR
Karcinom prsu AKT Tumor MDA-MB-231 (Y. Zhang et al.,
supresor 2016)
Kolorektalni karcinom NDUFA4 Tumor HCT-116, HT29, (Cui et al., 2018)
supresor SW480, LoVo
Kolorektalni karcinom RAP2B; Onkogen HT29, SW620; (L. Yietal., 2019;
UBE2N HepG2, Huh 7, 293T, E. Zhang, Liu,
Lo2 Wang, Wang, He,
Jin, & Li, 2017)
Rakovina vajecnikil Tumor SKOV4 (Kleemann et al.,
supresor 2017)
Rakovina tlustého stieva EMPI Tumor HCT116, SW480 (C.G. Lee et al.,,
supresor 2014)
Nemalobunéény karcinom BDNF; Tumor 16HBE, A549; (F. Lietal., 2020;
plic RPS154 supresor A549, H1299, H460, Ning et al., 2020)
H522, BEAS-2B
Hepatocelularni karcinom UBE2N Onkogen HepG2, Huh 7, 293T, (E. Zhang, Liu,
Lo2 Wang, Wang, He,
Jin, & Li, 2017)
Adenokarcinom plic MFAP4 Onkogen A549; Calu-3 (Feng et al., 2020)

Tabulka 4: Tato tabulka shrnuje seznam s cili miR-147b. Typy nadorti jsou uvedeny v prvnim sloupci, v druhém
jsou pak cilové geny, respektive jejich mRNA. Tteti sloupec udava zjisténou roli miRNA. Ctvrty sloupec obsahuje
pouzité bunécné linie a posledni, tedy paty sloupec, obsahuje citace literatury, ze které se cerpalo.
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4 Material a metody

Tato prace navazuje na diplomovou praci Mgr. Lucie Pagacové, kterd byla vypracovana na

stejném pracovisti (Pagacova, 2020).

4.1 Bunécné linie

4.1.1 Pouzité bunécéné linie a média

V této praci byly pouzity nasledujici bunééné linie:

e UPCL:SCC152 (CRL-3240) (ATCC, USA)

Bunééna linie odvozena od lidského hypofaryngedlniho karcinomu, HPV16 pozitivni.

e HTB-43 (FaDu) (ATCC, USA)

Buné¢na linie odvozena od lidského hypofaryngealniho karcinomu, HPV negativni.

e HTB-35 (SiHa) (ATCC, USA)

Bunécna linie odvozena od lidského karcinomu délozniho hrdla, HPV 16 pozitivni.

e HTB-31(C-33A) (ATCC, USA)

Bunécna linie odvozena od lidského karcinomu déloZniho hrdla, HPV negativni.
Veskera prace s bunéénymi kulturami probihala v zapnutém laminarnim boxu BioVan-

guard (Telstar, Spanélsko). Slozeni kultivaénich medii se pro jednotlivé bun&ené linie lisilo a je

shrnuto v tabulce 5.
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Kultivaéni médium

Finalni koncentrace

Vyrobce

Minimum Essential Medium Ea-

solution

ole 10 1x Sigma-Aldrich, USA
Fetal Bovine Serum (FBS) 10 % (v/v) Biosera, Francie
EMEMI Gentamicin 50 pg/ml Sigma-Aldrich, USA
- 1 ™
(CRL-3240) L Gl““gﬁ;‘;gﬁﬁ’l“ 0.4 mM Gibco, USA
MEM Non-Essential Amino 1 Thermo Fisher
Acids Solution (100x) Scientific, USA
Sodium Bicarbonate o .
7.5% (w/v) Solution 0,15 % (wiv) Gibco, USA
Minimum Esgsleen‘;lngMedlum Ea- 1 Sigma-Aldrich, USA
Fetal Bovine Serum (FBS) 10 % (v/v) Biosera, Francie
Penicillin-Streptomycin 1x Biosera, Francie
HyClone 100x 1 GE Healthcare Life
EMEM?2 Vitamin Solution Sciences, USA
= o 1 ™
(FaDu, C-33A) L Glutasrlr;;rll) l(gglzilz/lAX 0.4 mM Gibco, USA
MEM Non-Essential Amino 1 Thermo Fisher
Acids Solution (100x%) Scientific, USA
- - o
Sodium Blczl(')‘tiﬁgztg 7.5% (wW/v) 0,15 % (wiv) Gibco, USA
Sodium Pyruvate 1 mM Sigma-Aldrich, USA
RPMI 1640 Mudium
Fetal Bovine Serum (FBS) 10 % (v/v) Biosera, Francie
RI.)MI Penicillin-Streptomycin . .
(SiHa) Solution 100x 1x Biosera, Francie
- - 5
Sodium Bicarbonate 7.5% (w/v) 0.20 % (Wv) Gibco, USA

Tabulka 5: Slozeni kultiva¢nich medii pro jednotlivé bunécné linie.
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4.1.2 Prace s bunéénymi kulturami

Bunécné linie byly dlouhodobé zamrazené v dewarové nadobé¢ s tekutym dusikem. Rozmrazo-
vani v§ech bunécnych linii probihalo tak, ze po vyndani z dusiku se 2ml mikrozkumavky s bun-
kami a zamrazovacim médiem (pfislusné rastové medium bez FBS a s 5% (v/v) DMSO) ne-
chaly rozmrznout pti 37 °C. Po rozmrznuti byl obsah téchto mikrozkumavek pfenesen do 15ml
zkumavky, do které bylo dale ptidano 9 ml ptislusného kultivaéniho média. Nasledovala cen-
trifugace v centrifuze Universal 320R (Hettich, Némecko) po dobu 10 min pii 350 x g a 4 °C.
Poté se z 15ml zkumavky opatrné odstranil supernatant a pelet se pomoci pipety resuspendoval
v 5 ml ptislusného kultivaéniho média (EMEMI1 pro CRL-3240, EMEM?2 pro FaDu a C-33A,
RPMI pro SiHa) vytemperovaného na 37 °C. Cely objem se nakonec pomoci 5ml sklenéné
pipety pienesl do 25cm? kultivaéni lahve. Veskeré pipetovani probihalo v zapnutém laminarnim
boxu, aby se snizilo riziko kontaminace bunéénych kultur. Bunky byly inkubovany v inkuba-
toru MCO 170AIC (Panasonic, Japonsko) pii teploté 37 °C a 5 % COa.

Prvni pasaz bun€k po rozmrazeni probéhla za 24 hodin, dalsi pasaze probihaly pro bu-
nécnou linii CRL-3240 kazdych 168 hodin a pro buniky FaDu, SiHa a C-33 A kazdych 72 hodin.

Pas4zovani bungk probihalo vzdy pti 80% konfluenci. Nejprve se odstranilo z 25cm?
kultivaéni lahve staré médium a provedl se oplach bunék pomoci 3 ml 0,05% roztoku Try-
psin/EDTA (Biosera, Francie). Poté se ptidaly 2 ml Trypsin/EDTA a kultiva¢ni 1dhev se umis-
tila do inkubatoru. Inkubace probihala pi1 37 °C a 5 % CO2 po dobu 20 min pro bunky
CRL-3240, 10 min pro buiiky FaDu a SiHa a 6 min pro buiiky C-33A dokud se bunky neodle-
pily ode dna kultiva¢ni lahve. Roztok Trypsin/EDTA byl inaktivovan pfidanim 3 ml pfislus-
ného kultiva¢niho média vytemperovaného na 37 °C. Roztok obsahujici Trypsin/EDTA, kulti-
vacni médium a buniky byl pfenesen do 15ml zkumavky a buiiky byly pocitany v Biirkeroveé
komiirce. Buiiky byly poté nasazovany do 25cm? kultivaéni lahve v po&tech 200 000 bunék pro
SiHa a FaDu, a 300 000 bun&k pro C-33A a CRL-3240. K buiikdm nasazenym do 25cm? kulti-
vacni lahve bylo pfidano vzdy 5 ml ptisluSného nového média. Pfedtim neZ na butnikach byly
provadény experimenty, prosly buiiky vzdy alespoil tfemi pasaZzemi po rozmrazeni. Zaroven

vSak 74dnd bunécna linie neptekrocila pocet 25 pasazi.
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4.2 Vybér kandidatnich miRNA a jejich cilovych mRNA

Vybér kandidatnich miRNA probéhl na zakladé predchozi prace provedené laboratoti moleku-
larni a nadorové virologie v Biocevu, jejimz vysledkem byly ¢lanky, na které odkazuje ta-
bulka 2 v kapitole 3.3. Pravé tato tabulka zahrnuje miRNA, které byly detailngji prostudovany
v literatufe za pomoci webového portalu www.pubmed.gov. Na zaklad¢ zpracovani literatury a
dat z tabulky 2 byly vybrany miR-139-5p a miR-147b jako kandidatni miRNA pro funkcni
analyzu v HPV pozitivnich a HPV negativnich nadorech.

Na zékladé cilového skore v databazi miRDB (http://www.mirdb.org) a na zakladé vy-

sledkt databaze TargetScan (https://www.targetscan.org/vert 80/) byly vybrany mRNA cilo-

vych gentll téchto dvou miRNA. Parametry pro vybér cilovych mRNA byly hodnoty <0,3 pro
Aggregate PCT a <0,3 pro Cumulative weighted context++ score v databazi TargetScan a ci-
lové skore >90 v databazi miRDB. Jesté pred samotnym vybérem byly vysledky hledani téchto
dvou databazi spojeny v piekryvech podle vysledného skére a samotny vybér cilové mRNA
probéhl vzhledem k jejich tloze v bunééném cyklu. Navrh a zkousSka primeri pro vybrané geny

byla provedena TAATA centrem v Biocevu.
4.3 Transfekce mimikujici/inhibujici miRNA

Bunécné linie byly transfekovany mimikujici miR-139-5p (Invitrogen, USA). Jako pozitivni
kontrola mimikujici miRNA byla pouzita miR-1 (Invitrogen, USA), ktera se bézné vyskytuje
jen v lidskych svalovych butikach a cili na mRNA genu HDAC4. Déle byla pouZita i negativni
kontrola mimikujici miRNA a to mirVana™ miRNA Mimic, Negative Control #1 (Invitrogen,
USA). Transfekéni pokusy byly provedeny vzdy v duplikatech a byly provedeny vzdy alespoi
tiikrat pro kazdou buné€nou linii. Transfekované buiky byly porovnavany s netransfekova-
nymi kontrolami a s kontrolami transfekovanymi mimikujici negativni kontrolou.

Pted samotnou funk¢ni analyzou byla pro jednotlivé bunééné linie optimalizovana kon-
centrace transfekované mimikujici/inhibujici miRNA. K tomuto ucelu bylo vyuzito ¢tyf fedéni
pro mimikujici miRNA (5 pmol, 15 pmol, 30 pmol, 60 pmol). Poté se pro mimikujici miRNA
vyuzivala koncentrace 30 pmol pro bunécné linie FaDu a C-33A; 60 pmol koncentrace pro
SiHa a 15 pmol koncentrace pro CRL-3240.

Pted transfekci byly buiky kultivovany postupem popsanym v kapitole 4.1.2. Nejdiive
po tieti pasazi byly buiiky nasazeny na 6jamkovou desti¢ku a to v poétech 3x10° pro butiky
CRL-3240 a C-33A a v poétech 2x10° pro bunééné linie FaDu a SiHa. Jamky na desti¢ce byly
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doplnény vzdy 1 ml pfislusného kompletniho média a nechaly se inkubovat v inkubatoru pti
37 °C a5 % COy. Dvacet ¢tyfi hodin po nasazeni bun¢k na 6jamkovou desticku bylo kompletni
médium odstranéno a bylo pfidéno ptislusné médium bez antibiotik, avsak stejného slozeni jako
médium kompletni. Desti¢ka byla poté umisténa zpét do inkubatoru. Ctyficet osm hodin po
nasazeni dosahovala konfluence bun¢k 30-50 % nutnych k transfekci.

Pro kazdou jamku na desti¢ce byla namichdna smés pro transfekci. Nejprve se smichalo
245 ul Opti-MEM media (Gibco, USA) s 5 ul Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) a tato
smés se nechala inkubovat 5 min pfi pokojové teploté. Mezitim se rozpustila
15 pmol (CRL-3240), 30 pmol (FaDu, C-33A) ¢i 60 pmol (SiHa) mimikujici miRNA v 250 pl
Opti-MEM media. Po uplynulé dobé se pipetovalo 250 ul smési s Lipofectaminem 2000
k 250 pl smési s mimikujici miRNA a vSe se nechalo inkubovat 20 min pii pokojové teploté.
Mezitim bylo na 6jamkové desticce odstranéno staré médium bez antibiotik a byl pfidan 1 ml
prislusného cerstvého média bez antibiotik o jinak stejném slozeni. Po uplynuti 20 min se pi-
petovalo 500 pl transfekéni smési ke konkrétnim buiikdm na 6jamkové desticce. Desticka byla
nasledné umisténa do inkubétoru na 6 hodin, po kterych doslo k vyméne média za Cerstvé pti-
slusné kompletni médium. Desticka s buikkami se nechala dale inkubovat 18 hodin v inkubatoru

pfti teploté 37 °C a 5 % COz, po kterych se s buikami pracovalo dale.
4.4 Stanoveni proliferace bunék

Proliferacni schopnost bun¢k byla hodnocena pomoci metody MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid). Jedna se o kolorimetricky test pro hodnoceni bunééné me-
tabolické aktivity, ktery je zalozen na pfeméné tetrazoliového barviva MTT na nerozpustny
formazan, ktery ma fialovou barvu. Tato pfeména je katalyzovdna NAD(P)H (nikotinamidade-
nindinukleotidfosfat) oxidoreduktazovymy enzymy (MTT Assay Protocol for Cell Viability and
Proliferation, n.d.).

U transfekovanych bunék na 6jamkové desticce bylo 18 hodin po ukonceni transfekce
odstranéno medium a do kazdé jamky ptidan 1 ml 0,05% Trypsin/EDTA roztoku, kterym se
oplachly buiiky na dné. Nasledovalo odstranéni a opétovné ptidani 1 ml Trypsin/EDTA. Buiiky
byly vystaveny Trypsinw/EDTA v inkubatoru za podminek a po dobu stejnou jako tomu je
popsano v kapitole 4.1.2, po jejimz uplynuti doslo k resuspendaci bun¢k proti dnu pomoci 1ml
pipety, aby se vSechny buiiky oddélily ode dna. Nasledovala inaktivace Trypsin/EDTA pomoci

3 ml/jamka pftislusného kompletniho média. Poté byly bunky pieneseny do pfedem ptiprave-
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nych oznacenych 15ml zkumavek. Nasledné pocitani bunék v Biirkerové pocitaci komtrce ur-
¢ilo pocet bun€k v 1 ml, z cehoz se vypoctem stanovil objem nutny k nasazeni pozadovaného
poctu bunék.

Na ¢&tyfi 96jamkové desticky bylo nasazeno vzdy 5 x10° bunék na jamku. Kazda des-
ticka byla buiikami osazena vzdy po 3 sloupcich na vzorek, pfi¢emz v kazdém sloupci bylo
osazeno 6 jamek, které byly na tiech ze ¢ty destiCek doplnény do celkového objemu 200 pl
prislusnym kompletnim médiem. Na Ctvrté desticce byla piidana do vSech jamek smeés
MTT (Duchefa Biochemie, Nizozemi) s pfisluSnym kompletnim médiem v objemu 100 pl po-
psana dale. VSechny pokusy byly délany tedy v technickych 18plikatech a byly provedeny vzdy
v biologickych triplikatech. Celkoveé byly na destickach 3 vzorky, které byly na vSechny des-
ti€ky nasazeny ve stejném pofadi. Schéma osazeni desticek bylo nasledujici: jamky B—G ve
sloupcich 2—4 vcetnég, obsahovaly bunky transfekované mimikujici miRNA; tytéz jamky, ale
ve sloupcich 5-7 vcetné, obsahovaly bunky transfekované negativni kontrolou mimikujici
miRNA; opét tytéz jamky ale ve sloupcich 810 vcetné, obsahovaly buiiky stejné bunécné linie,
ale netransfekované. Jamky ve sloupcich 1 a 11, a stejné tak i jamky v fadcich A a H byly
doplnény 200 pl 1x koncentrovaného fosfatového pufru (PBS) (Biosera, Francie) pro zabranéni
odparu média z jamek s buiikami. Sloupec 12 byl ponechén prazdny. Desticky byly oznaceny
0 h, 24 h, 48 h a 72 h dle doby, jakou se v nich nechaly buiky rust pied ptidanim MTT a byly
ponechany inkubovat v inkubétoru za podminek 37 °C a 5 % COsx.

Na desti¢ce bylo dle jejiho oznafeni odebrano kompletni médium i PBS a do vSech
jamek na desticce bylo pipetovano 100 pl smési MTT (Smg/ml v PBS) s ptisluSnym komplet-
nim médiem. Tato smés byla pfipravena v poméru 1:9 MTT (5mg/ml v PBS) a média. Desticka
byla posléze nechana 4 hod inkubovat pii 37 © a 5 % COxz. Poté bylo do kazdé jamky ke smési
MTT naneseno pomoci pipety 100 pl 10% roztoku SDS-HCI. Takto oSetfena desticka byla
umisténa zpét do inkubatoru. Desetiprocentni roztok SDS-HCI o objemu 500 ml byl pfipraven
smichanim 498,4 ml dH>O (destilovana voda), 50 g SDS (dodecylsultat sodny) (Sigma-Aldrich,
USA) a 1,6 ml 37% HCI (kyselina chlorovodikova) (Sigma-Aldrich, USA).

Druhy den po rozpusténi formazanovych krystalli byla zmétena absorbance vSech jamek
pomoci spektrofotometru Infinite® 200 PRO NanoQuant (Tecan, Svycarsko). Méfeni probi-
halo bez krytu desticky pti vinové délce 565 nm a ptedchazelo mu Ss orbitalni michani prove-
dené méticim ptistrojem. Vysledky méteni ziskané ze spektrofotometru byly zpracovany v pro-
gramu Excel z baliku Office 365 (Microsoft, USA) a vizualizovany pomoci programu GrafPad
Prism 7.0 (GrafPad software Inc., USA).
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4.5 Stanoveni migrace bunék

4.5.1 Transwell migracni test

Tato metoda sleduje schopnost bunék migrovat ptes membranu opatifenou pory o definované
velikosti na zaklad¢ gradientu zivin. Pro sledovani této schopnosti byly vyuzity transwellové
kolonky SPLInsert™ Hanging (SPL Life Sciences, Korea) s velikosti porta 8.0 pum.

U transfekovanych i netransfekovanych bunék na 6jamkové desticce po 18 hodinach od
transfekce bylo nejprve odstranéno medium a naslednd prace s nimi probihala podle popisu
pasazovani bun¢k v kapitole 4.1.2 az do jejich spocitani.

Na 24jamkové desticce se do jamky naneslo 600 pl ptislusného kompletniho média
a poté se do této jamky vlozila transwellova kolonka. Do kolonky bylo pipetovano 200 pl pii-
slusného média bez FBS a desticka i s kolonkou byly umistény na 30 min do inkubatoru. Poté
bylo na stied kolonky naneseno vzdy 8x10* bunék a kolonka byla doplnéna médiem bez FBS
do vysledného objemu 500 pl. Desticka byla posléze inkubovéna v inkubétoru po dobu 26 ho-
din pii 37 °C a 5 % COx.

Z desticky byla po uplynulé dobé¢ inkubace vyjmuta kolonka a médium z ni bylo pomoci
pipety opatrné odstranéno. Pro fixaci bunék na membrané kolonky se do vedlejsi jamky naneslo
700 pl 70% ethanolu a nasledné se do této jamky vloZzila kolonka. Fixace probihala 15 min. Do
dalsi prazdné jamky se mezitim naneslo 700 pl 0.5% barviva Crystal violet (Sigma-Aldrich,
USA), do niZ byla po fixaci bunék kolonka pfenesena. Barveni probihalo po dobu 3 min a na-
sledovalo fadné promyti kolonek v kadince s vodou tak, ze se do kadinky ponofila cela kolonka
a tim se omylo piebyte¢né barvivo. Po promyti byl vnitiek kolonek pomoci navlhéené vaty
a pinzety ociStén, aby bunky, které neprorostly pfes membranu, netvofily pii1 detekci pozadi.
Kolonky se nechaly 1 hod ve 24jamkové desticce zaschnout pii pokojové teploté. Nakonec byla
membrana pomoci invertovaného mikroskopu Olympus IX71 (Olympus, Japonsko) se zvétse-
nim objektivu 10x alesponl na péti mistech nafocena. Metoda transwell byla provedena ttikrat
pro kazdy vzorek. Vzorky obsahovaly vZdy buriky transfekované mimikujici miRNA, negativni
kontrolou mimikujici miRNA a netransfekované burky stejné bunécné linie jako buiiky trans-
fekované.

Tuto metodu se nepodaftilo optimalizovat pro vétSinu bunécnych linii, proto se pfistou-
pilo k jiné metod€ ovéiujici schopnost bunék migrovat, a to k metod¢ hojeni ran (z angl. Scratch

Wound Healing Assay, SWHA).
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4.5.2 Scratch wound healing asssay (SWHA)

Metoda hojeni ran byla, jak jiz bylo feceno, zvolena pro svoji jednoduchost a také proto, ze se
transwellova metoda pro sledovani migrace bun¢k ukézala problematickou pfi optimalizaci pro
vétsSinu bunéénych linii. Metoda hojeni ran byla provadéna v duplikatech a byla provedena tfi-
krat pro kazdy vzorek. Vzorky obsahovaly vzdy bunky transfekované mimikujici miRNA, ne-
gativni kontrolou mimikujici miRNA a netransfekované buiiky stejné bunécné linie jako bunky
transfekované. Metoda SWHA byla provedena vzdy 18 hodin po transfekci.

Nejprve byly bunky oplachnuty 0,05% roztokem trypsin/EDTA. Nasledovalo odstra-
néni oplachového roztoku a za pomoci 1ml pipetové Spicky doslo k vytvoreni rovné ,,rany* na
bunécné monovrstvé, kterd prot’ala jamku na dvé shodné poloviny. Na kazdy vzorek byla pou-
zita nova Spicka. Jamky s ,,ranou” byly nasledné oplachnuty 2 ml 1x koncentrovaného PBS
a posléze doplnény 1 ml prislusného kompletniho média vytemperovaného na 37 °C. Vzorky
a jejich ,,rany“ byly foceny na invertovaném mikroskopu Nikon Eclipse TE2000-S (Nikon, Ja-
ponsko) pfes objektiv se zvétSenim 4% v programu NIH elements. Rany byly fixou zespodu
desticky rozd€leny na Ctyfi pomyslné ¢asti pro lepsi orientaci pii foceni. Foceni probéhlo v Case
0 hod od provedeni rany, 6 hod od provedeni rany a 24 hod od provedeni rany. Fotky byly
nasledné analyzovany pomoci programu ImagelJ (NIH, USA), data byla zpracovana pomoci
programu Excel z baliku Office 365 (Microsoft, USA) a vizualizovana pomoci programu Graf-

Pad Prism 7.0 (GrafPad software Inc., USA).

4.6 Izolace RNA z bunéc¢nych linii

Izolace RNA byla provedena pomoci mirVana™ Isolation Kit s fenolem (Ambion, USA), pfi-
¢emz se postupovalo dle firemniho protokolu. 1zolace RNA z buné¢k transfekovanych mimiku-
jici miRNA ¢i inhibitorem miRNA a jejich kontrol probé&hla 48 hod po transfekci a izolovana
RNA byla pouzita pro ovefeni exprese transfekovanych miRNA, ale i1 pro ovéfeni zmény ex-
prese cilové mRNA téchto miRNA a jejich kontrol. Kontrola €istoty prace pti izolaci RNA byla
provedena pomoci zavedeni vzorku oznaceného jako kontrola izolace, ktery neobsahoval buiiky
ale pouze pouzité roztoky.

Bunky byly v 15ml zkumavkach centrifugovany v centrifuze Universal 320R (Hettich,
Némecko) po dobu 10 min pti 350 x g a 4 °C. Supernatant byl po centrifugaci odstranén a pelet
resuspendovan v 1 ml 1x koncentrovaném PBS. V3e bylo pfeneseno do 1,5ml mikrozkumavky,
ktera byla opét centrifugovana po dobu 10 min pii 350 x g a 4 °C v odstiedivce Centrifuge
5424R (Eppendorf, Némecko).
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Supernatant byl Setrn€ odstranén a bylo pfidano 400 pl Lysis/Binding pufru. Vse bylo
resuspendovano a vzorek byl nasledné inkubovan az do Gplné lyze bunck. Poté se piidalo 40 pl
roztoku miRNA Homogenate Additive, vSe se dikladn¢ promichalo a nechalo inkubovat
10 min na ledu. Nésledovalo piidani 400 pl smési kyselého fenol-chloroformu, vSe se opét di-
kladn¢ promichalo a centrifugovalo v odstfedivce po dobu 5 min pti 10 000 % g. Horni vodna
faze byla opatrné odebrana a pienesena do pfipravené nové 1,5ml mikrozkumavky, k ni bylo
pfidano 563 ul 100% etanolu a vSe bylo fadné promichano. Smés pak byla po 700 pl nanaSena
na filtracni kolonky ptipravené v 1,5ml sbérnych mikrozkumavkach, které byly nasledné cen-
trifugovany v odstiedivce po dobu 30 s pti 10 000 x g. Prefiltrovana tekutina byla slita a postup
se opakoval, dokud se nepfiefiltroval vSechen vzorek. Po tomto prefiltrovani nésledovaly
promyvaci kroky, nejprve se na kolonku pipetovalo 700 pl promyvaciho roztoku 1 (miRNA
Wash 1 Solution 1). Tento krok byl nasledovan centrifugaci v odstfedivce po dobu 1 min pii
10 000 x g, dale bylo 2% pipetovano 500 pl promyvaciho roztoku 2/3 (miRNA Wash Solution
2/3), pticemz po kazdém pipetovani probehla 30s centrifugace v odstiedivce pii 10 000 x g. Po
kone¢ném odstranéni promyvaciho roztoku prob¢hla jesté zdvérecna centrifugace v odstiedivce
po dobu 2 min pii 10 000 x g. Kolonka byla poté ptenesena do Cistych sbérnych 1,5ml mikroz-
kumavek a na stied filtru kolonky bylo pipetovano 50 pl elu¢niho roztoku vytemperovaného na
95 °C. Tento krok byl zakoncen centrifugaci v odstfedivee po dobu 1 min pii 20 000 x g a
posléze opakovan s dal§imi 50 pl vytemperovaného eluéniho roztoku a op&tovnou centrifugaci.
Koncentrace RNA byla méfena na NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky

1zolované RNA byly uchovany v mraznicce pii -80 °C.

4.7 Stanoveni exprese miRNA v bunéénych liniich

K ovéteni zmény exprese vybranych miRNA v pouzitych bunécnych liniich byla pouzita dvou-
krokova metoda RT-qPCR. Pii této metodé byly vyuzity specifické TagMan MicroRNA sondy
dodavané spolu se specifickymi primery (Thermo Fisher Scientific, USA) a TagMan
MicroRNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Jako templat byla po-
uzita RNA izolovana z bunéénych linii postupem popsanym v kapitole 4.5.

Ptiprava smési pro reverzni transkripci o celkovém vysledném objemu 15 pl probihala
na ledu v lamindrnim boxu. Nejprve bylo pfipraveno 7 pl smési, ktera obsahovala 1x koncen-
trovany RT pufr, | mM dNTPs, 50 U MultiScribe™ reverzni transkriptazy, 3,8 U RNase inhi-
bitoru a 3,81 pl vody bez RNaz (BioRad, USA). K této smési byly nasledné pfidany 3 pl 5x
koncentrovaného piislusného primeru a 10 ng RNA v 5 pl vody prosté RNéz. Vzdy byla pouZita
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negativni kontrola reverzni transkripce, kdy se ke smési s primerem misto templatové RNA
ptridala voda prostd RNaz. Také byla vzdy pouzita pozitivni kontrola, kdy se ke smési s prime-
rem piidala RNA bunécné linie. Pripravené vzorky byly ponechdny 5 min na ledu a poté vlo-
zeny do cycleru GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, USA) za podminek: 16 °C
po dobu 30 min, 42 °C po dobu 30 min, 85 °C po dobu 5 min. Po prob&éhnuti reverzni transkripce
byla komplementdrni DNA (cDNA) umisténa na led.

Pro vytvoreni pétibodové standardni kiivky byla vytvorena fedici fada cDNA ziskané
reverzni transkripci. Standardni kiivka vyuzivala cDNA nefedénou a dale pak 3%, 9x,27x a 81x
fedénou. Jednotliva fedéni byla pipetovana k reakénimu mixu do 0,1ml mikrozkumavek vzdy
v triplikatech a kfivka byla stanovena pro vSechny pouzité bunééné linie a to jak transfekované
miR-1, tak 1 miR-139-5p mimikujici miRNA. Analyza zmény exprese byla provedena na 3x
fedéné cDNA. Pro normalizaci dat byla pouZita referen¢ni kratka jaderna RNA RNU48, ktera
byla jiz diive pouzita k analyze diferencialni exprese miRNA RNDr. Zuzanou Vojtéchovou,
Ph.D. a Mgr. Lucii Pagacovou. RNU48 byla spolu s dal§imi referencnimi RNA vybrana na
zaklad¢ literatury jako kratkd RNA se stabilni expresi. Nasledné byla urcena jako expresné
nejstabilnéjsi ze zvolenych referenénich RNA (Vojtechova et al., 2016).

Reakce pro qPCR o celkovém objemu 10 pl se skladala z 1x koncentrovaného TagMan
Universal PCR MasterMix, no AmpErase UNG (Thermo Fisher Scientific, USA) 1x koncen-
trované piislusné TagMan sondy (viz tabulka 6), 2 ul cDNA a 2,5 ul vody prosté RNaz. Kazdy
vzorek byl pfipraven a pipetovan do 0,1ml mikrozkumavek v triplikatech. Vzdy byla pouZzita
1 negativni kontrola qPCR, kdy se ke smési se sondou misto templatové cDNA piidala voda
prostd RNaz. Amplifika¢ni reakce probihala v cycleru RotorGene 3000 (Qiagen, Némecko) za
nasledujicich podminek: inkubace 2 min pii 50 °C, aktivace polymerdzy 10 min pti 95 °C, 40
cyklt skladajicich se z 95 °C po dobu 15 s a 60 °C po dobu 60 s.

Amplifikacni kiivky byly hodnoceny softwarem Corbett RotorGene 6000 v.1.7. (Qia-
gen, Némecko). K vyslednym kiivkam byla importovana hodnota prahu detekce fluorescence
(threshold). Ta byla pro danou sondu stanovena pomoci standardnich kiivek, ¢imz byly ziskany
Ct (cycle of treshold) hodnoty vzorkl. Jako vzorky byly pouzity 3% fedéné cDNA pro sledovani
hladiny exprese miRNA po transfekci. Analyza relativni kvantifikace byla provadéna pomoci
softwaru GenEx v.6 (MultiD Analyses AB, Svédsko).

Pti analyze optimalizace mnozstvi transfekované miRNA do bunék byly hodnoceny
amplifikacni kiivky. Replikaty kiivek, které se vzajemné znacné liSily, byly pro pfehlednost

odstranény.
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Pti analyze relativni kvantifikace pro Ucely ovéfeni zmény exprese miRNA v transfe-
kovanych bunéénych liniich bylo stanoveno ACt, aby se hodnoty daly normalizovat, a to dle
nasledujiciho postupu, pfi kterém byla pouzita 3x fedéna cDNA:

ACt yzorek = Ct vzorek, cilova miRNA — Ct vzorek, referenéni RNA (RNU48)
ACt kalibrator (negativni kontrola mimikujici miRNA) = Ct kalibrator, cilovda miRNA — Ct kalibrator, referencni RNA (RNU48)
Poté bylo uréeno AACt

AACt = ACt vzorek — ACt kalibrator

a pro relativni kvantifikaci sledované miRNA mezi kontrolnim vzorkem a testovanym vzorkem

bylo vyjadfeno jako 244,

TagMan MicroRNA sonda ‘ Sekvence maturované miRNA

hsa-miR-139-5p UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG
hsa-miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
hsa-miR-147b GTGTGCGGAAATGCTTCTGCTA

TagMan MicroRNA kontrolni sonda ‘ Kontrolni sekvence

RNU48 GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCG

Tabulka 6: Pfehled pouzitych TagMan MicroRNA sond pro transfekované bunky.

4.8 Stanoveni exprese cilovych mRNA

K ovéteni zmény exprese vybranych mRNA v bunéénych liniich byla, stejné jako v ptipadé
ovéfeni exprese miRNA, pouZita dvoukrokovd metoda RT-qPCR. Pro reverzni transkripci
RNA z bunécnych linii byl vyuzit iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, USA) obsahujici mix
nahodnych hexamert a oligo(dT). Pro nasledné qPCR byl vyuzit Xceed qPCR SG 2x Mix Lo-
ROX Kit (IAB, Ceské republika) a specifické primery (TATAA Biocenter, Ceska republika)
viz tabulka 7. Jako templatova RNA byla pouZzita RNA izolovana z buné¢énych linii ziskana
postupem popsanym v kapitole 4.6.

Ptiprava reakce pro reverzni transkripci o celkovém objemu 20 pl probihala na ledu
v lamindrnim boxu. Tato smé&s se skladala z 1x koncentrovaného iScript Reaction Mixu, 1 pl
iScript Reverse Transcriptase a vody prosté RN4z. K mixu byl nasledné pipetovan 1 ng tem-
platové RNA. K reakci byla vzdy ptidéna téZ negativni kontrola reverzni transkripce, kdy se
misto templatové RNA prtidala ke smési voda prosta RNaz. Téz byla pro kazdy izolat zahrnuta
kontrola kontaminace DNA v izolované RNA, kdy ke smési pro reverzni transkripci s templa-
tovou RNA nebyla pfidana reverzni transkriptdza. Hotova smés se inkubovala 10 min na ledu
a poté byla vlozena do cycleru GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, USA) za
podminek: 16 °C po dobu 5 min, 46 °C po dobu 20 min, 95 °C po dobu 1 min.
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Po reverzni transkripci nasledovalo qPCR. Reakce pro qPCR o celkovém objemu 10 pl
byla pipetovana v laminarnim boxu a sklddala se z 1x koncentrovaného Xceed mixu; ptislus-
nych forward a reverse primerti o vyslednych koncentracich 0,4 uM a vody prosté RNaz. Pou-
Zité primery jsou v tabulce 7. Smés byla nasledné pipetovana do 0,2ml mikrozkumavek v chla-
dicim stojanku a bylo k ni pfidano 1,5 pl prislusné cDNA. K reakci byla pro kazdy primer téz
pridana kontrola qPCR, kdy se jako templat pouzila voda prostd RNé4z. Vzorky byly vzdy pro-
vedeny v technickych duplikatech. Amplifikacni reakce probihala v cycleru RotorGene 3000
(Qiagen, Némecko) za nésledujicich podminek: aktivace polymerazy 10 min pii 95 °C nasle-
dovana 40 cykly skladajicich se z 95 °C po dobu 15 s a 60 °C po dobu 60 s a na zavér amplifi-
kac¢ni reakce po 40. cyklu se provedlo tani v rozmezi teplot 55-95 °C.

Hodnoceni amplifikacnich kiivek a analyzy relativni kvantifikace byly provedeny stej-
nym zpisobem jako je tomu popsano v kapitole 4.7. Standardni kiivky pouzité pro analyzu
relativni kvantifikace byly pétibodové a byly vytvoreny stejnym postupem jako je to popsano
v kapitole 4.7. Pro normalizaci dat byl na zaklad¢ databaze Genevestigator (ver. 9.3.0) vybran
a pouzit referencni gen pro hypoxantin-guanin fosforibosyltransferdzu (HPRT), protoZe je sta-
biln€ exprimovan v nizkych hladinach (Hruz et al., 2008). Stejny referen¢ni gen byl vyuZit
u stejnych bunécnych linii Mgr. Lucii Pagacovou a Mgr. Natalii Dalewskou (Dalewska, 2021;
Pagacova, 2020).

miRNA Pravdépodobny cil Primer Sekvence
b amiR139-50 | FOS hFOS_F TCTTACTACCACTCACCCGCA
SR Top hFOS R | GAATGAAGTTGGCACTGGAGAC
GDF10 F | CCGAAATCTTTTGATGCCTACTAC
hsa-miR-139-5p | GDF1 =
sa-miR-139-5p | GDF10 GDF10 R | GCATGGTTGGATGGACGA
, KIF13A_F | ACACAATAGCAAACGTGAGAAGA
hsa-miR-139-5p | KIF13A KIFI3A_ R | CAGCAAACTCCACAGGTACATAA
hJUN_F GAACTCGGACCTCCTCACCT
hsa-miR-139-5p | JUN —
sa-mt D WUN R | TCATCTGTCACGTTCTTGGGG
, RAP2B F | ACTCTGGTGGAAATGTGGCTC
hsa-miR-147b | RAP2B RAP2B R | GTGTCAAGCTGCCGATACTG
. NDUFA4 F | TCAATCCAGATGTTTGTTGGGAC
hsa-miR-147b | NDUFA4 NDUFA4 R | GCTTGCTGTAATCCACATTCACT
MIDIIPI_F
e 4 | MIDID] _F | TTTTCCTTCTGGAGTTTCCCC
MIDIIPI R | GGGTTTCTTTCTCTCCCTCTTTC
, HDAC4 F | AGGCTCAGACTTGCGAGAAC
hsa-miR-1 HDACA HDAC4 R | ATGGGCTCCTCATCTGGTCT
e HPRT HPRT F | CACTGGCAAAACAATGCAGACT
reierencnt gen HPRT R | GTCTGGCTTATATCCAACACTTCG T

Tabulka 7: Prehled pouzitych primeri pro ovéfeni zmény exprese mRNA, jez jsou cilem vybranych miRNA.
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4.9 Statisticka analyza

Data z SWHA a MTT byla analyzovana pomoci dvousmérné analyzy variance (ANOVA)
v programu GraphPad Prism 7.0 (GrafPad software Inc., USA). Hranice signifikance byla sta-
novena jako hodnota p (p-value) <0,05 a signifikantni zména hodnoty log> u zmény exprese

miRNA jako >1,58 FC (fold-change).

5 Vysledky
5.1 Vybér kandidatnich miRNA

Vybér kandidatnich miRNA prob¢ehl na zékladé predchozi prace provedené laboratoii moleku-
larni a nddorové virologie v Biocevu, jejimz vysledkem byly ¢lanky, na které odkazuje tabulka
2 v kapitole 3.3. Praveé tato tabulka zahrnuje miRNA, které byly detailnéji prostudovany v lite-
ratufe za pomoci webového portdlu www.pubmed.gov (klicova slova: cancer, HPV, miR [kon-
krétni ¢islo], role). Na zdklad€ zpracovani literatury a dat z tabulky 2 byl vypracovéan piehled
kandidéatnich miRNA (viz. pfiloha 1) a jejich cilii v riznych typech nadori. Poté byly vybrany
miR-139-5p a miR-147b jako kandidatni miRNA pro funkéni analyzu v HPV' a HPV™ nado-
rech, u kterych byly predpokladané funkce tumorsupresivni pro miR-139-5p a onkogenni
u miR-147b.

5.2 Transfekce a ovéfeni zmén exprese miRNA v transfekovanych bunéénych li-

niich

Z ptedchozich studii bylo ziejmé, Ze miR-139-5p ma sniZzenou expresi v nadorech orofaryngu,
zatimco miR-147b mé v téchto nadorech expresi zvySenou (Nunvar et al., 2021; Pagacova,
2020). Na zakladé toho se pfistoupilo k funk¢ni studii miR-139-5p a jiZ se nesledoval rozdil
v expresi miRNA mezi zdravou a nadorovou tkéni. Bunééné linie pouzité v této diplomové
praci, viz kapitola 4.1.1, byly postupné transfekovany mimikujici mikroRNA miR-139-5p a na-
sledné byl sledovéan ucinek transfekce. Transfekce probéhla postupem popsanym v kapitole 4.3
a byla néasledovana izolaci celkové RNA postupem popsanym v kapitole 4.6.

Samotné transfekci pfedchazelo optimalizovani mnozstvi bun€k nasazenych na 6jam-
kovou desticku pro vSechny bunééné linie. Na desticku byly v duplikatu nasazeny a nésledné
kultivovany butiky v po&tu 1x10°, 2x10°, 3x10° a po dobu 4 dnli byly sledovany kazdych 24
hodin pod mikroskopem. Pro transfekci byly vybrany poéty 2x10° pro FaDu a SiHa, 3x10° pro
CRL-3240 a C-33A z diivodu jejich pomalejsiho riistu.
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Pro ucely optimalizace transfekce mimikujici miRNA byla pouzita miR-139-5p v lat-
kovém mnozstvi 5 pmol, 15 pmol, 30 pmol a 60 pmol v bunéénych liniich FaDu, SiHa a C-33A,
viz obrazek 4. Téz byla zahrnuta netransfekovana kontrola oznacené jako WT. VSechny nega-
tivni kontroly vysly negativné a nejsou v obrazku 4 uvedeny. Pro bunécné linie C-33A a FaDu
bylo stanoveno optimélni mnozstvi mimikujici miRNA jako 30 pmol, pro linii SiHa jako 60
pmol. Optimalni latkové mnozstvi mimikujici miRNA pro transfekci bunécéné linie CRL-3240

stanovila ve své diplomové praci Mgr. Lucie Pagacova na 15 pmol (Pagacova, 2020).
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Obrazek 4: Logaritmické kiivky optimalizace transfekce mimikujici miRNA miR-139-5p v latkovém mnozstvi 5,
15, 30 a 60 pmol v bunéénych liniich FaDu, SiHa a C-33A. WT znaci netransfekované buiky dané bun&cné linie.

Vzorky byly naneseny v triplikatech.
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Pro ovéteni zmén exprese byly pouzity specifické TagMan MicroRNA sondy dodavané
spolu se specifickymi primery a TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit. Postup pro
oveéfeni zmeén exprese je popsan v kapitole 4.7. Pétibodova standardni kiivka byla vytvofena
pomoci fedici fady pro referencni RNA RNU48 a déale pro miRNA miR-1, miR-139-5p pro
viechny pouzité bunééné linie. Redici fady byly provedeny pro stanoveni hodnoty prahu de-
tekce a pro ovéteni efektivity amplifikace. Hodnoty prahu detekce a efektivit amplifikaci, které
byly ziskény pro jednotlivé bunécné linie a pouzit¢ TagMan MicroRNA sondy, jsou zobrazeny
v tabulce 8. Hodnoty efektivity amplifikace vyssi nez 1,3 byly v programu GenEx nahrazeny

hodnotou 1,3, protoZe to je maximalni hodnota, se kterou je tento program schopny pracovat.

Bunécéna linie  TagMan sonda Hodnota prahu detekce Efektivita

miR-139-5p 0,0868 0,64
CRL-3240 miR-1 0,0436 0,73
RNU48 0,1892 0,86
miR-139-5p 0,0092 ~1,48
FaDu miR-1 0,0196 1,07
RNU48 0,1380 1,02
miR-139-5p 0,0092 1,25
SiHa miR-1 0,0036 ~1,79
RNU48 0,0076 0,86
miR-139-5p 0,0156 1,03
C-33A miR-1 0,0060 0,86
RNU48 0,0072 0,81

Tabulka 8: Hodnoty prahu detekce a efektivit amplifikaci, které byly ziskany pro jednotlivé buné¢né linie a pouzité
TagMan MicroRNA sondy. Symbol ~ znaci hodnoty efektivity nahrazené v softwaru GenEx hodnotou 1,3.

Hodnoty Ct, tedy cisla cykld, ve kterych dochazi k prekroceni prahu fluorescence pfi-
slusnych vzorkt v technickych triplikatech, jsou zobrazeny v tabulce 9 a byly uréeny pfifaze-
nim hodnoty prahu detekce ziskané z pétibodové fedici fady k vyslednym kiivkam ptislusnych
vzorkll. Pozitivni kontrola transfekce, tedy miR-1, se vyskytuje pouze v lidskych svalovych
bunkach. V bunikach transfekovanych touto miRNA byla detekovana. Nebyla ale detekovana
v netransfekovanych bunikach ani v bunikach transfekovanych negativni kontrolou mimikujici

miRNA, a proto neni zanesena v tabulce 9.
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Bunky Sonda Ct miR-139-5p Ct NKM

23,50 32,71

miR-139-5p | 23,61 3331

CRL-3240 23.70 33.66
27.46 27.07

RNUA48 27.68 27.65

28.11 25.89

17.40 30,37

miR-139-5p | 17,35 30,66

FaDu 16,50 29.58
25,50 25,50

RNU48 25.89 25.39

26.59 25.67

20,38 32,29

miR-139-5p | 20,53 34,25

. 20,59 33.03
SiHa 20.82 20,69
RNU48 21.16 21.01

20,58 20,79

18.85 30,95

miR-139-5p | 17,29 31,71

C-33A 17.86 32.59
18,25 19,34

RNU48 18,69 19.15

18.41 18.86

Tabulka 9: Ct hodnoty technickych triplikati vzorkt pouzitych pro analyzu zmény exprese miRNA. Pouzitd cDNA
z ptislusnych bunéénych linii byla 3% fedéna. Sloupec Ct miR-139-5p uvadi Ct hodnoty pro vzorky dané bunééné
linie transfekované touto mimikujici miRNA, zatimco sloupec Ct NKM uvadi Ct hodnoty pro vzorky dané buné¢né
linie transfekované negativni kontrolou transfekce miRNA Mimic Negative Control.

Ct hodnoty byly nasledné¢ importovany do programu GenEx, kde byla provedena ana-
lyza ovéfeni zmeény exprese miRNA. Analyza prob¢hla nasledujicim zptisobem: nejprve byla
provedena korekce efektivity amplifikace, dale byl vytvoten primér Ct hodnot vzorki v tripli-
katech a jednotlivé vzorky byly nakonec normalizovany diky porovnani s expresi referen¢ni

RNA RNU48. Bylo tedy stanoveno ACt pro jednotlivé vzorky, jak 1ze vidét v tabulce 10.

Vzorek  miR-139-5p NKM

CRL-3240 |-12,90 -4,25
FaDu -10,11 5,35
SiHa -5,73 5,75
C-33A -8,79 2,48

Tabulka 10: Shrnuti ACt hodnot pro jednotlivé bunécéné linie a vzorky transfekované bud’ negativni kontrolou
mimikujici miRNA (NKM) nebo mimikujici miRNA (miR-139-5p) normalizované na referencni RNA RNU48.

Po stanoveni hodnot ACt byla provedena relativni kvantifikace exprese sledované
miRNA ve vSech pouzitych bunécnych liniich. Ke kalibraci byly pouzity buiiky pfislusnych

bunécénych linii, které byly transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA (NKM),
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¢imz se uréily hodnoty 244 (log,) u viech bun&énych linii. Jde tedy o log, zmény exprese (FC,
fold change) studované miRNA.

Ptehled 244t (logz) hodnot (hodnot zmény exprese) je zobrazen v tabulce 11. Kladné
hodnoty znamenaji zvysSeni exprese studované miRNA v porovnani s kontrolami transfekova-
nymi NKM. U vsech transfekovanych bunéénych linii doslo k signifikantnimu zvyseni exprese
oproti netransfekovanym bunéénym liniim (FC>1,58). U linie CRL-3240 doslo ke zvySeni ex-
prese 8,65%, u linie FaDu 15,46x, u linie SiHa 11,48x% a u linie C-33A 11,27x. Na grafu 1 je
zobrazena zména exprese miR-139-5p v jednotlivych transfekovanych bunéénych liniich v po-
rovndni se stejnymi bunéénymi liniemi, které byly transfekované NKM. Z grafu 1 1ze vy¢ist,
ze doslo ke zvyseni exprese miR-139-5p ve vSech pouzitych buné&cnych liniich oproti stavu

v NKM, na kterou jsou hodnoty vztazené.

Vzorek ‘ miR-139-5p

CRL-3240 |8,65

FaDu 15,46
SiHa 11,48
C-33A 11,27

Tabulka 11: Piehled 224 (logz) hodnot v jednotlivych pouZitych bun&énych liniich.
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Pouzité bunécné linie
Graf 1: Graf hodnot 244t (log,) pro miR139-5p v pouZitych bunéénych liniich. Osa x — jednotlivé bun&né linie,

osa y — zména exprese (FC, 222! (logy)). Cervend linie ukazuje log, hodnoty zmény exprese FC >1,58.
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5.3 Ovéreni zmén proliferace

Prolifera¢ni schopnost bunék byla hodnocena pomoci metody MTT. Bunky pouzitych bunéc-
nych linii byly nejprve transfekované zptisobem popsanym v kapitole 4.3 a poté byly v defino-
vanych poctech a osazenich pfesazeny na Ctyii 96jamkové desticky a kultivovany pozadovany
¢as postupem popsanym Vv kapitole 4.4. Po rozpusténi formazanovych krystali a zméieni ab-
sorbance vSech jamek pomoci spektrofotometru byly ziskany hodnoty absorbance pro vsechny
vzorky ve vSech osazenych jamkéch.

Hodnoty absorbance byly zpracovany v programu Excel a to tak, Ze se nejdiive vypocital
aritmeticky priimér absorbance jamek, které se nachdzely po obvodu desticky a které nebyly
osazeny buitkami. Tento primér byl stanoven pro kazdou desticku a uréoval pozadi, které bylo
nutno pozd¢ji odecist od jednotlivych vzorkt. Dale byl proveden vypocet aritmetického pri-
meéru absorbance technickych replikatl jednotlivych vzorkt na kazdé desti¢ee, od kterého byl
vzdy odecten primeér absorbance pozadi specificky pro danou desticku. Takto upravena data
byla zprimérovéana napfi¢ tfemi biologickymi replikdty a pfenesena do spojnicového grafic-

kého zndzornéni, viz grafy 2-5.
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Graf 2: Grafické znazornéni absorbance bunécné linie CRL-3240 v pribéhu ¢asu. Absorbance odrazi metabolic-
kou a i prolifera¢ni aktivitu. Jednotlivé kivky urcuji, o jaky typ oSetfeni bunék se jedna (WT = buiiky netransfe-
kované; NKM = buiiky transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA; mimic = bunky transfekujici mi-
mikujici miRNA miR-139-5p). Osa x — ¢as méfeni, osa y — hodnota absorbance pii 565 nm.
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Graf 3: Grafické znazornéni absorbance bunééné linie FaDu v pribéhu ¢asu. Absorbance odrazi metabolickou
a i proliferacni aktivitu. Jednotlivé kiivky urcuji, o jaky typ oSetfeni bunék se jedna (WT = buiiky netransfekované;
NKM = bunky transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA; mimic = buiky transfekujici mimikujici
miRNA miR-139-5p). Osa x — ¢as méfeni, osa y — hodnota absorbance pii 565 nm.
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Graf 4: Grafické znazornéni absorbance bunécné linie SiHa v pribéhu casu. Absorbance odrazi metabolickou
a 1 proliferacni aktivitu. Jednotlivé kiivky urcuji, o jaky typ oSetfeni bunck se jedna (WT = buriky netransfekovang;
NKM = bunky transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA; mimic = buiky transfekujici mimikujici
miRNA miR-139-5p). Osa x — ¢as méfeni, osa y — hodnota absorbance pii 565 nm.
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Graf 5: Grafické znazornéni absorbance bunééné linie C-33A v prubéhu ¢asu. Absorbance odrazi metabolickou
a i proliferacni aktivitu. Jednotlivé kiivky urcuji, o jaky typ oSetfeni bunck se jedna (WT = builky netransfekované;
NKM = bunky transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA; mimic = buiky transfekujici mimikujici
miRNA miR-139-5p). Osa x — ¢as méfeni, osa y — hodnota absorbance pii 565 nm.

Na téchto grafech tvorenych vzdy tiemi biologickymi replikaty (grafy 2—5) lze vidét, ze
transfekce pouzitych bunéénych linii pomoci mimikujici miRNA miR-139-5p (oznaceno jako
mimic) neméla zadny signifikantni dopad na zménu proliferace bun€k oproti buiikdm, které
byly transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA (NKM) ¢i nebyly oSetfeny nijak
(WT). Transfekce mimikujici miRNA miR-139-5p neméla vliv na zménu proliferace ani HPV™,
ani HPV™ buné¢nych linii. A to 1 pfesto, ze piredchozi kapitola (5.2) prokazala zménu exprese
této miRNA ve vSech pouzitych bunécnych liniich. Statistické zpracovani bylo provedeno po-
moci ANOVA a hranice statistické signifikance byla stanovena jako hodnota p (p-value) <0,05.
Pro bunécnou linii CRL-3240 oSetfenou mimikujici miRNA miR-139-5p byla hodnota
p =0,3400, pro linii FaDu byla hodnota p = 0,4293, pro linii SiHa byla hodnota p = 0,8008
a pro linii C-33 A byla hodnota p = 0,5554.
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5.4 Ovéreni zmén migrace

5.4.1 Ovéreni zmén migrace pomoci metody transwell

Schopnost bunééné migrace po transfekci bunéénych linii (viz kapitola 4.3) pomoci mimikujici
miRNA miR-139-5p byla nejprve ovéfena pomoci transwellové metody viz kapitola 4.5.1. Tato
metoda vyuziva migrace ptes propustny filtr. Hlavni vyhodou tohoto testu je jeho detekéni cit-
livost. Pfi této metodé nastala fada problém, které nakonec vedly k ustoupeni od této metody.

Vsechny bunécné linie, kromé& linie SiHa, rostou v klastrech a tyto klastry nebyly
schopny ristu skrze pory v membrang a tedy migrovat. Vysledkem tedy byly membrany bez
prerostlych bun€k. Tato metoda se ukazala vhodna pouze pro bunéénou linii SiHa. U linie SiHa
totiz buiky byly schopné migrace. Z divodu vysokého mnozstvi bun¢k, které migrovaly pies
membranu u linie SiHa, byla analyza obrazu provedena pomoci pocitani intenzity pixeld. Vy-
sledky analyzy obrazu jsou na grafu 6, detekovana zména nebyla signifikantni a méla hodnotu

p =0,3333. Na obrazku 5 je porovnani mezi membranou porostlou transfekovanymi buiikami

SiHa a buitkami netransfekovanymi.

Obrazek 5: Transwellové membrany porostlé buitkami bunécné linie SiHa, které byly transfekované mimikujici
miRNA miR-139-5p (A), negativni kontrolou mimikujici miRNA (B), nebo byly netransfekované (C). Fotografie
byly pofizeny, jak je tomu popsano v kapitole 4.5.1. Zvétseni 100x.

Na obrazku 5 1ze vidét, ze na vSech membranach se nachazi velké mnozstvi bun¢k a ze
tedy zvySeni exprese mimikujici miRNA miR-139-5p nemélo zadny signifikantni efekt na sni-
zeni schopnosti migrace. To potvrzuje i graf 6, kde je sice vidét vzrustajici trend v bunécné

migraci, ale zména neni signifikantni.
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Graf 6: Relativni mnozstvi migrujicich bun¢k bunééné liniie SiHa. Sloupce zobrazuji jednotlivé vzorky (tj. buniky
transfekované miR-139-5p mimikujici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA [NKM], nebo
buiiky netransfekované [WT]) v ¢ase 26 hod od vysazeni na transwellovou kolonku. Osa x — buné¢né linie; osa —
y hodnota relativni bunééné migrace v procentech vzhledem k WT.

5.4.2 Ovéreni zmén migrace pomoci metody SWHA

K provéteni zmén schopnosti migrace vSech pouzitych bunéénych linii se nakonec vyuzilo me-
tody scratch wound healing assay (SWHA), tedy metody sledovani hojeni rany. Pouzité bu-
nécné linie byly nejprve nasazeny na 6jamkové desticky v definovanych poctech a poté byly
transfekované podle popisu v kapitole 4.3. Po urcité dob¢ byla provedena SWHA dle postupu
popsaného v kapitole 4.5.2. Fotografie byly pofizeny vZdy na péti stejnych mistech dané rany
v definovanych Casech. Pro kaZzdou bunécnou linii byly pouzZity biologické triplikaty, tedy
kromé& vzorku NKM u bunééné linie SiHa. Tento vzorek byl doplnén dodate¢né a byl proveden
pouze v jednom exemplafi. Fotografie byly analyzovany softwarem ImageJ a to tak, Ze se nej-
prve seskupily dohromady fotografie ze stejnych mist na rané potizené v rliznych casech a poté
se pomoci nastroje free-hand selection zmé&fil obsah rany typicky pro dany ¢as a misto. VSechna
vyfocena mista pro dany vzorek a dany ¢as byla primérovana na aritmeticky prumér. Tim byly
odfiltrovany mistni odchylky ve velikosti rany. Nasledovalo vyhodnoceni relativni velikosti
rany pro kazdy Cas a vzorek a téZ relativni uzavieni rany pro kazdy ¢as a vzorek. Z biologickych
triplikati byl proveden aritmeticky priimér hodnot pro kaZzdou bunécnou linii, vzorek a ¢as.
Relativni uzavieni rany pro kazdy vzorek (tj. buiiky transfekované miR-139-5p mimiku-
jici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA [NKM], nebo buiiky netransfe-
kované [WT]) a kazdou pouzitou bunécnou linii v ¢asech 0, 6 a 24 hodin zachycuji grafy 7-10.
Obrazky 6 a 7 ilustruji, jak vypadaly samotné rany v ¢asech 0, 6 a 24 hodin od vytvoreni rany

u bunéénych linii CRL-3240 a FaDu, které byly transfekované mimikujici miRNA miR-139-5p
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(mimic), negativni kontrolou mimikujici miRNA (NKM) ¢i byly netransfekované. Ostatni bu-
nécné linie vypadaly obdobné.

U bunééné linie CRL-3240 doslo po 24 hodinach k 39,39% relativnimu uzavieni rdny na
vzorcich transfekovanych mimikujici miR-139-5p, oproti 39,90% relativnimu uzavieni rany na
vzorcich transfekovanych NKM a 39,16% relativnimu uzavieni rany na vzorcich netransfeko-
vanych. Buné¢na linie FaDu vykézala u vzork transfekovanych mimikujici miR-139-5p uza-
vieni rany po 24 hodinach z 23,43 %, u vzorku transfekovanych NKM z 20,10 % a z 21,12 %

u vzorkil netransfekovanych.
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Graf 7: Tento graf ukazuje relativni uzavieni rany pro bunéénou linii CRL-3240. Sloupce zobrazuji jednotlivé
vzorky (tj. bunky transfekované miR-139-5p mimikujici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA
[NKM], nebo bunky netransfekované [WT]) v ¢asech 0, 6 a 24 hodin. Osa x — ¢as méfeni; osa — y hodnota rela-
tivniho uzavfeni rany v procentech.
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Graf 8: Tento graf ukazuje relativni uzavfeni rany pro bunécnou linii FaDu. Sloupce zobrazuji jednotlivé vzorky
(tj. bunky transfekované miR-139-5p mimikujici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA
[NKM], nebo bunky netransfekované [WT]) v ¢asech 0, 6 a 24 hodin. Osa x — ¢as méfeni; osa — y hodnota rela-
tivniho uzavieni rany v procentech.
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Obrazek 6: SWHA analyza provedend na bunééné linii CRL-3240. Pouzité bunky byly transfekované bud’ mimi-
kujici miR-139-5p — vzorky A, negativni kontrolou mimikujici miRNA — vzorky B, anebo transfekované nebyly
— vzorky C. Cisla udavaji, v jakych asech byly fotografie potizeny, kdy 1 = 0 hodin, 2 = 6 hodin a 3 = 24 hodin
od vytvofeni rany. ZvétSeno 40%.

U bunécné linie SiHa doSlo po 24 hodinach k 35,59% relativnimu uzavieni rany na vzor-
cich transfekovanych mimikujici miR-139-5p oproti 30,19% relativnimu uzavieni rany na vzor-
cich transfekovanych NKM a 29,26% relativnimu uzavieni rany na vzorcich netransfekova-
nych. Bunééna linie C-33A vykézala u vzorki transfekovanych mimikujici miR-139-5p uza-
vieni rany po 24 hodinach z 9,44 %, u vzorki transfekovanych NKM z 7,67 % a z 9,94 %

u vzorktl netransfekovanych.

45



SiHa

2 60

> W

[

‘© NKM

E 40~

k) B mimic

>

(v}

N

> 20-

[

>

s

m i

m c | | | | | |
oh 6h 24h

Cas méreni

Graf 9: Tento graf ukazuje relativni uzavieni rany pro bunécnou linii SiHa. Sloupce zobrazuji jednotlivé vzorky
(tj. bunky transfekované miR-139-5p mimikujici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA
[NKM], nebo bunky netransfekované [WT]) v ¢asech 0, 6 a 24 hodin. Osa x — ¢as méfeni; osa — y hodnota rela-
tivniho uzavfeni rany v procentech.
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Graf 10: Tento graf ukazuje relativni uzavieni rany pro bunéc¢nou linii FaDu. Sloupce zobrazuji jednotlivé vzorky
(4. bunky transfekované miR-139-5p mimikujici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA
[NKM], nebo bunky netransfekované [WT]) v ¢asech 0, 6 a 24 hodin. Osa x — ¢as méfeni; osa — y hodnota rela-
tivniho uzavfeni rany v procentech.

U zadné bunécné linie, bez rozdilu na ptfitomnost HPV, nebyla pozorovéna statisticky
signifikantni zména (p <0,05) ve schopnosti bun€k migrovat. Pro buné¢nou linii CRL-3240
osetfenou mimikujici miRNA miR-139-5p byla hodnota p = 0,8243, pro linii FaDu byla hod-
nota p = 0,2017, pro linii SiHa byla hodnota p = 0,6599 a pro linii C-33A byla hodnota
p =0,4996.
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Obrazek 7: SWHA analyza provedena na bunécné linii FaDu. Pouzité bunky byly transfekované bud’ mimikujici
miR-139-5p — vzorky A, negativni kontrolou mimikujici miRNA - vzorky B, anebo transfekované nebyly —
vzorky C. Cisla udavaji, v jakych &asech byly fotografie pofizeny kdy 1 = 0 hodin, 2 = 6 hodin a 3 = 24 hodin od
vytvofeni rany. ZvétSeno 40x.

Souhrnny graf relativniho uzavieni rany pro vSechny buné¢né linie je oznacen Cislem 11.
Data v ném odpovidaji naméfenym hodnotadm v ¢ase 24 hodin a vzdy jsou vztaZzena vzhledem
k netransfekovanym bunkam (tj. WT = 100 %) odpovidajici bunécné linie. Lze na ném vidét,
ze nedoslo k signifikantnimu potla¢eni schopnosti migrace bun€k u zadné z pouZzitych bunéc-

nych linii.
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Graf 11: Relativni uzavieni rany pro vSechny bunééné linie. Sloupce zobrazuji jednotlivé vzorky (tj. butiky trans-
fekované miR-139-5p mimikujici miRNA [mimic], negativni kontrolou mimikujici miRNA [NKM], nebo buiky
netransfekované [WT]) v ¢ase 24 hodin od poéatku méteni vztazené ke vzorku WT, ktery ma hodnotu 100 %. Osa
x — bunécné linie; osa — y hodnota relativniho uzavieni rany v procentech vzhledem k WT.
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5.5 Stanoveni cilovych mRNA a ovéfeni zmén jejich exprese

Zjisténi cilovych gent sledovanych miRNA a ovéteni zmén jejich exprese probéhlo pomoci
RT-qPCR, kdy pro ovéteni zmény exprese cilovych genil byla vyuzZita izolovana celkova RNA.

Cile sledovanych miRNA byly vybrany pomoci databdzi TargetScan (https://www.target-

scan.org/vert_80/) a miRDB (http://www.mirdb.org). Mediatorova RNA cilovych genti byla

v databazi TargetScan vybréna za vyuziti nastrojti Aggregate PCT a Cumulative weighted con-
text++ score. Tyto nastroje poslouzily k sefazeni a ziizeni vybéru cilovych mRNA, kdy byly
cile vybrany na zéklad¢ hodnot <0,3 pro Aggregate PCT a <0,3 pro Cumulative weighted con-
text++ score. V databdzi miRDB byly mRNA cilovych gent sefazeny dle cilového skére >90.
Na zakladé€ téchto parametrti po slouceni vysledkl databazi a s ohledem na roli v bunécné pro-
liferaci byly vybrany jako kandidatni cile miR-139-5p mRNA genti: FOS, JUN, KIF134
a GDF10.

Nejprve byla vytvofena cDNA pomoci reverzni transkriptdzy a mixu primerti v podobé
nahodnych hexamert a oligo (dT) dodavanych jako soucast iScript cDNA synthesis kitu. De-
tailni zptisob tvorby cDNA je popsanym v kapitole 4.8. Nasledovalo qPCR se specifickymi
primery pro kazdou mRNA (tabulka 7) pro vzorky z kazdé bunécné linie. Popis qPCR pro ove-
feni zmén exprese cilovych gent je detailnéji popséan kapitolou 4.8. Jako vzorky byla pouzita
3% fedénd cDNA bungk transfekovanych mimikujici miRNA miR-139-5p a negativni kontrola
mimikujici miRNA (NKM).

Pro kazdy pouZity primer u dané bunécné linie byla na vzorku NKM stanovena pétibo-
dova standardni ktivka, kterd byla vytvofena stejnym postupem jako je to popsano v kapi-
tole 4.7. Jednotliva fedéni byla pipetovana vzdy v triplikatech. Na zaklad¢ standardnich kiivek
byly stanoveny hodnoty prahu detekce a efektivity amplifikace. Hodnoty prahu detekce a efek-
tivit amplifikaci, které byly ziskany pro jednotlivé bunécné linie, a pouzité primery jsou zobra-
zeny v tabulce 12. RT-qPCR zahrnovalo jak kontroly Cistoty prace pii RT-PCR a qPCR, tak
1 kontrolu pro DNA kontaminaci vzorkd. VSechny kontroly vysly negativné. Reakce pro qPCR
s primery pro mRNA genu GDFI0 se nepodafila optimalizovat pro zddnou bunécnou linii,

a proto byl tento gen vytazen z analyzy.
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Bunécna linie  Primer pro dany gen Hodnota prahu detekce Efektivita

JUN 0,0120 0,69
CRL3240  [L95 0,0660 0,78
KIF134 0,0436 0,78
HPRT 0,0096 0,77
JUN 0,0112 0,99
- FoS 0,0084 1,06
SiHa
KIF134 0,0072 0,76
HPRT 0,0096 0,69
JUN 0,0104 0,81
FOS 0,0136 0,75
FaDu
KIF134 0,0128 0,87
HPRT 0,0080 0,81
JUN 0,0156 0,79
C-33A oS 0,0096| 096
KIF134 0,1092 0,72
HPRT 0,0454 0,76

Tabulka 12: Hodnoty prahu detekce a efektivit amplifikaci, které byly ziskany pro jednotlivé bunécné linie a pou-
Zité primery.

Hodnoty Ct pro pfislusné vzorky dvou nezavislych transfekci v triplikatech jsou zobra-
zeny v tabulce 13 a byly ur€eny pfifazenim hodnoty prahu detekce ziskané z pétibodové fedici
fady k vyslednym kiivkam ptislusnych vzorki. Ct hodnoty byly vloZzeny do programu GenEx
a analyza pokracovala stejnym zpisobem, jako tomu bylo v ptipadé ovéieni zmeény exprese
miRNA, viz kapitola 5.2. Piehled 224" (logz) hodnot, tedy hodnot zmény exprese (FC), je
zobrazen v tabulce 14. Kladné hodnoty znamenaji zvySeni exprese sledovan¢ho genu, zatimco
zaporné hodnoty znamenaji sniZzeni exprese tohoto genu v dané bunécné linii v porovnani

s kontrolami stejnych bunéénych linii, které byly transfekované NKM.
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Vzorek Ct JUN Ct FOS CtKIF13A Ct HPRT

15,05 15,69 18,35 12,52
CRL-3240 NKM 15,14 15,59 18,35 12,53
14,96 15,81 18,35 12,11
15,15 16,00 18,31 12,04
CRL-3240 139 15,28 16,02 18,18 12,11
15,23 15,94 18,37 11,84
15,46 16,67 19,24 12,79
CRL-3240 NKMe 15,31 16,66 19,16 12,82
15,34 16,61 19,21 12,69
15,95 17,54 19,64 12,57
CRL-3240 139e 15,61 17,44 19,45 12,61
16,01 17,59 19,49 12,62
12,84 11,07 17,00 12,60
FaDu NKM 12,84 11,29 16,89 12,80
13,11 11,47 17,05 12,59
13,87 12,06 17,45 12,68
FaDu_139 13,82 11,90 17,09 12,72
13,77 11,98 17,22 12,55
14,52 15,33 16,94 12,38
FaDu NKMe 14,52 15,54 17,20 12,43
15,10 15,47 17,26 12,50
15,48 16,13 16,59 13,30
FaDu_139e 15,42 16,20 16,50 13,38
15,44 16,32 16,70 13,06
17,08 16,86 17,81 13,82
SiHa NKM 17,14 16,49 17,92 14,00
17,35 16,86 17,73 14,08
17,28 14,82 17,99 13,96
SiHa 139 17,13 14,85 17,94 13,86
17,19 14,53 17,86 13,29
16,87 16,03 16,58 14,23
SiHa NKM e 16,84 15,92 16,69 14,06
16,84 16,03 16,79 14,28
16,45 14,03 17,63 14,29
SiHa_139e 16,77 13,82 17,65 14,03
16,67 13,93 17,14 14,27
16,33 17,70 22,33 15,05
C-33A_NKM 16,51 17,71 22,33 14,87
16,41 17,71 22,35 15,02
16,12 17,02 22,94 15,04
C-33A_139 16,35 16,91 22,80 15,10
16,06 17,04 22,65 15,05
16,73 17,08 22,97 15,01
C-33A_NKMe 16,64 17,17 22,93 15,07
16,67 17,11 23,02 15,05
16,43 16,91 23,02 15,83
C-33A_139e 16,18 17,25 22,88 15,76
16,18 17,03 23,01 15,61

Tabulka 13: Ct hodnoty triplikatt vzorka pouzitych pro analyzu zmény exprese mRNA gentl, jez jsou kandidatnimi
cili miR-139-5p. Pouzita cDNA z pfislusnych bunéénych linii byla 3x fedéna. NKM znaci, ze buiiky dané bunécné
linie byly transfekované negativni kontrolou mimikujici miRNA; 139 znaci, ze buniky dané bunécné linie byly
transfekované mimikujici miRNA miR-139-5p. Symbol e znaci biologicky duplikat.
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Vzorek JUN FOS KIF13A
CRL-3240_139 |-0,4500 [-0,5625 |-0,2686
CRL-3240_139e | _0,5057 |-0,8666 |-0,4063

FaDu_139 -0,7732  [-0,5793 |-0,2582
FaDu_139e 0,0656  [0,0717 |1,1780
SiHa 139 20,2093 |1,8894 |-0,2891
SiHa_139e 0,2235 [2,1616 |-0,6379
C-33A_139 0,2696 [0,7637 |-0,2919

C-33A 139e 0,9127 10,6178 |0,5654

Tabulka 14: Piehled 244 (log,) hodnot kandidatnich gend, které jsou potencialnim cilem mimikujici miRNA
miR-139-5p. Symbol e znaci biologicky duplikat. Kladné hodnoty znamenaji zvyseni exprese sledovaného genu,
zatimco zaporné hodnoty znamenaji sniZzeni exprese tohoto genu v dané bunééné linii v porovnani s kontrolami
stejnych bunéénych linii, které byly transfekované NKM.

Graficky ptehled tabulky 14, tedy pfehled zmén exprese vybranych genl na urovni

mRNA, je oznacen jako graf 12. Biologické duplikaty jsou ozna¢eny symbolem e.

3 B CRL-3240
o B CRL-3240
o ;& B FaDu
0 O 14
%g’ B FaBu
mé 0 " SiHa
>C AN
:El’ 1 SiMa
B C-33A
-2 . . .
JUN FOS KIF13A B C-33A

Graf 12: Prehled zmén 224 (logy) hodnot mRNA kandidétnich gendi, které jsou potencidlnim cilem mimikujici
miRNA miR-139-5p. Osa x — kandidatni geny, osa y — zmé&na expresse (FC, 222 (log,)). Kladné hodnoty zna-
menaji zvySeni exprese sledovaného genu, zatimco zaporné hodnoty znamenaji sniZzeni exprese tohoto genu v dané
bunééné linii.

Zména exprese vybranych genl na irovni mRNA je téz zobrazena na grafu 13a—d. Na
tomto grafu je vidét relativni zména exprese ve studovanych vzorcich vztazena ok vzorkiim
transfekovanym NKM (tj. NKM = 100 %). Zména exprese vici NKM je vyjadiena v procen-
tech. Data v tomto grafického znazornéni odpovidaji hodnotdm 244 kandid4tnich genti z ta-

bulky 14.
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Graf 13: Zména exprese mRNA kandidatnich genti v pouzitych bunéénych liniich: A) CRL-3240, B) FaDu,
C) SiHa, D) C-33A. Relativni zména exprese ve studovanych vzorcich vztazena vzhledem k vzorktim transfeko-
vanym negativni kontrolou mimikujici miRNA (tj. NKM = 100 %). Ve sloupcich oznac¢enych miR-139-5p jsou
hodnoty exprese gent pro bunééné linie transfekované miR-139-5p mimikujici miRNA. Symbol e znaéi biolo-
gicky duplikat.

6 Diskuse

Nédory hlavy a krku jsou skupinou heterogennich, etiologicky velmi riznorodych nadori.
Hlavnimi rizikovymi faktory spojenymi se vznikem téchto nadort je konzumace alkoholu a ta-
bakovych vyrobki. Mezi dalsi rizikové faktory patii infekce HPV, jeZ na zéklad€ studie CDC
zpisobuje az 70 % nadorii orofaryngu (CDC, 2021; Viens et al., 2019). Mezi nddory hlavy
a krku se tadi orofaryngeélni spinocelularni karcinom (OPSCC), ktery zahrnuje karcinomy ton-
zil, spodiny jazyka, mekkého patra a uvuly. Pravé orofaryngealni nadory, jejichZ pti¢innou je
infekce HPV, jsou na vzestupu v n€kterych rozvinutych zemich, kde zarovei klesa konzumace
tabakovych vyrobkl a alkoholu (Carlander et al., 2021).

Vhodny diagnosticky marker specificky pro dany nador a provadéni preventivniho scre-
eningu jsou dulezitymi néstroji pro diagnostiku nadord, jejiz v€asné provedeni zlepSuje pro-
gnozu léCby. Preventivni screening se provadi u cervikalniho karcinomu, ktery je témét ve

100 % zpisoben infekci HPV. Hlavni metodou je cytologické vySetieni stéru z hrdla délozniho,
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které je doporuceno provadét u Zzen kazdy rok, a které je schopné identifikovat jiz prekancerdzni
stadia onemocnéni. Prekancer6zni 1éze odhalené pomoci screeningu jsou snaze 1éc¢itelné a ra-
koving tak lze ptedejit. V piipadé odhaleni karcinomu v rané fazi prostiednictvim screeeningu
je upacientl vysoky potencial vyléceni (WHO, n.d.). Screening zahrnuje také testovani na HPV
infekci u zen ve veku 35 a 45 let. Takovy preventivni screening se u OPSCC neprovadi, ptitom
HPV" OPSCC nadory se lisi od HPV™- OPSCC nadort v etiologii i v pfezivani, kdy pacienti
s HPV' nadory vykazuji lepsi reakci na 1é¢bu a vySsi miru pieziti nez pacienti HPV™ nadory.
Dtivodem neexistence screeningu u OPSCC je absence vhodného diagnostického markeru pro
bézné klinické vysetieni, ktery by identifikoval rana stddia onemocnéni. To vede k pozdéjsi
diagnoze OPSCC, kdy je jiz rakovina rozvinuta. Pro naddory orofaryngu také plati, ze diagnoze
karcinomu neptedchazi vyskyt klinicky detekovatelnych prekanceréznich 1€ézi jako je tomu
u karcinomu hrdla délozniho (Hashim et al., 2019).

Takovym diagnostickym markerem by mohly byt miRNA. Nejenze jsou velmi stabilni
1 za nefyziologickych podminek, také se vyskytuji i vn¢ bunék jako extracelularni cirkulujici
miRNA. Pravé cirkulujici miRNA, jez jsou uvoliiovany do té€lnich tekutin v€etné krve a mozko-
miSniho moku, maji potencial slouzit jako biomarkery u fady onemocnéni. Jejich stabilita,
snadné ziskavani a detekce jsou dulezitymi faktory pro vyuziti jako biomarkery (Filipow &
Laczmanski, 2019).

Nadory vykazuji aberantni expresi miRNA, ktera muze pfispivat k nddorové progresi
(Y. Peng & Croce, 2016). ProtoZe riizné typy nadorti jsou spojovany s riiznou aberantni expresi
miRNA, zéleZi rovnéZ na typu tkang a jejim nadorovém charakteru (Tomaszewska et al., 2021).
Nékolik vyzkumnych skupin se zamé&filo na studium expresniho profilu miRNA v HPV™ oro-
faryngedlnich nadorech s cilem definovat specifické diferencialné deregulované miRNA (Bo-
zinovic¢ et al., 2019; Lajer et al., 2012; Nunvar et al., 2021; Vojtechova et al., 2016). Byly iden-
tifikovany miRNA, které jsou diferencialné exprimované v HPV" nadorech orofaryngu oproti
zdravé tkani i oproti HPV- orofaryngealnim nadortim. Uloha jednotlivych diferencialng expri-
movanych miRNA v téchto nadorech neni dosud znama (Nunvar et al., 2021; Vojtechova et al.,
2016).

Pfed samotnym zahdjenim experimentalni ¢asti diplomové prace byla prostudovana re-
levantni literatura pro ziskani informaci o roli celkem 21 miRNA v malignitach, a to véetné
malignit asociovanych s HPV. Tyto miRNA byly vybrany na zaklad¢ diive uvetejnéné studie
Nunvate a koleghi (Nunvar et al., 2021) a diplomové prace Mgr. Lucie Pagaové (Pagacova,
2020). Studium dostupné literatury umoznilo ziskané informace zpracovat do piehledové ta-

bulky (ptiloha 1), kterd shrnuje role a znamé cile téchto miRNA v rdmci riznych malignit. Tato
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tabulka byla aktudlni k datu 21. 11. 2020 a studie uvetejnéné po tomto datu v ni nejsou zane-
seny.

Pro funk¢ni analyzu byla vybrana miR-139-5p, u které byla pozorovana snizena exprese
u HPV" OPSCC klinickych vzorki oproti zdravé tkani stejné lokalizace (Nunvar et al., 2021).
Na zakladé studii provedenych na bunéénych kulturach, odvozenych z mnoha typli malignit
véetné hepatocelularniho karcinomu (MHCC97H), karcinomu slinivky (SW1990), HPV™ cer-
vikalniho karcinomu (SiHa) a HPV- OPSCC (CAL-27), ma miR 139-5p tumor supresivni G¢i-
nek (Jietal., 2019; Maet al., 2018; K. Wang et al., 2017; Y. Zhang et al., 2022). Ve zminénych
studiich provedenych u bunéénych kultur odvozenych od daného naddoru byla pozorovana sni-
zena exprese miR-139-5p v porovnani s odpovidajicimi zdravymi primarnimi buitkami.

Druhd miRNA zvolené pro funkéni analyzu, miR-147b, byla vybrana na zdkladé¢ jeji
zvySené exprese v klinickych HPV™ OPSCC vzorcich v porovnani se zdravou tkani (Nunvar et
al., 2021). Funk¢ni studie provedené na bunéénych kulturach ukazuji, ze miR-147b mé duélni
charakter. Tedy ze v n¢kterych nadorovych bunécnych liniich funguje jako tumor supresivni,
zatimco v jinych zase jako onkomiR (E. Zhang et al., 2017; Y. Zhang et al., 2016). Tumor
supresivni charakter ma miR-147b v buné¢né linii odvozené od rakoviny prsu (MDA-MB-231),
u které je jeji exprese oproti zdravym bunkam stejné lokalizace sniZzena. ZvySeni exprese
miR-147b v této bunécné linii vedlo ke snizeni prolifera¢nich, invazivnich a migracnich schop-
nosti (Y. Zhang et al., 2016). Oproti tomu v bunéénych liniich odvozenych od hepatocelular-
niho karcinomu (HepG2, Huh7) ma miR-147b charakter oncomiR. Tyto buné¢né linie vykazuji
zvysSenou expresi miR-147b oproti zdravym buinikdm stejné lokalizace, pficemz inhibice ex-
prese miR-147b v pouZitych liniich vedla ke sniZeni schopnosti proliferace a migrace (E. Zhang
et al., 2017).

V této diplomové praci byla studovana role miR-139-5p nejprve na HPV' (CRL-3240)
a HPV" (FaDu) hypofaryngalnich a posléze i na HPV™" (SiHa) a HPV™ (C-33A) cervikélnich
epitelialnich bunéénych liniich. S ptihlédnutim k ptedchozim publikovanym studiim byl pied-
poklad, Ze miR-139-5p ma v téchto bunécnych liniich tumor supresivni charakter a sniZenou
expresi. Zvyseni exprese miR-139-5p pomoci transfekce bun¢k mimikujici pre-miR-139-5p by
proto u pouzitych bunéénych linii vedlo ke sniZzeni schopnosti proliferovat a migrovat. Pro stu-
dium bunécné proliferace jsme vyuzili metody MTT a pro studium bun&€né migrace metodu
SWHA. Protoze u transfekovanych bunék nebyla pozorovana zména v migracnich a proliferac-
nich schopnostech bunék, byly do studie ndsledné zahrnuty i cervikalni buné¢éné linie. Tim jsme
se pokusili zjistit, zda efekt zvySeni exprese miR-139-5p je charakteristicky pouze pro hypofa-

ryngalni bunééné linie.
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V prvni fazi prace bylo nutné optimalizovat latkové mnozstvi mimikujici miRNA.
V ptipadé bunécné linie CRL-3240 byla optimalizace provedena jiz v diplomové praci Mgr.
Lucie Pagacové (Pagacova, 2020). V clancich zabyvajicich se studiem funkce miRNA-139-5p
velmi Casto informace o pouzitém latkovém mnozstvi mimikujici miRNA uvedeny nejsou,
nebo jsou uvedeny neimérné vysoké hodnoty (Ji et al., 2019; K. Wang et al., 2017). Byla proto
v této praci vyzkouSena fada latkovych mnozstvi (5—60 pmol) pro kazdou bunécnou linii. Fi-
nalni mnozstvi mimikujici miRNA, které bylo pouzito pro dalsi experimentalni praci, bylo vy-
brano na zéklad¢ pozorovani zmény exprese miRNA v bunécnych liniich. U kazdé bunécné
linie bylo pouzito stejné latkové mnozstvi kontrolni mimikujici miRNA.

Transfekce bunek miR139-5p ve zvolenych latkovych mnozstvich vedla k vyraznému
zvyseni jeji exprese ve vsech bun&nych liniich oproti kontrolam. Uspéiné zvyseni exprese
miR-139-5p v buné¢énych liniich je v souladu s vysledky (Pagacova, 2020), kterd pomoci mi-
mikujici miRNA uspésné zvysila expresi miR-139-5p u bunécné linie CRL-3240, a s vysledky
skupiny (Ji et al., 2019), ktefi uspésn¢ zvysili expresi této miRNA u bunécné linie SiHa.

Po zvyseni exprese dané miRNA jsme u oSetfenych buné€k sledovali schopnost migrace
a porovnavali ji s kontrolami. Ke studiu proliferace bun¢k byla pouZzita metoda MTT, ktera
odrazi proliferacni schopnost bunék na zaklad¢ jejich metabolické aktivity (MTT Assay Proto-
col for Cell Viability and Proliferation, n.d.). Z divodu rizné rychlosti proliferace mezi jed-
notlivymi bunéénymi liniemi bylo nejprve nutné optimalizovat mnoZstvi nasazenych bunék.
Pro optimalizaci byly proto nasazeny netransfekované buniky v rtiznych poctech od 1 do 10 tisic
na jamku a sledovala se jejich proliferacni aktivita. Jako optimalni mnozZstvi bun¢k nasazenych
na jamku bylo zvoleno 5 tisic bun€k pro v§echny bunééné linie. Toto mnozstvi odpovida bézné
pouzivanému mnozstvi pro tento typ analyzy (Ge et al., 2019; Y. Liet al., 2022; Quet al., 2017,
K. Wang et al., 2017).

Vysledky MTT testii provedenych u vSech bunéénych linii v biologickych triplikatech
ukazaly, Ze mezi jednotlivymi vzorky neni statisticky signifikantni (p<0,05) rozdil v proliferaci.
Z toho vyplyva, ze miR-139-5p nema v tomto piipad¢ inhibi¢ni Gi¢inek na proliferaci. Rozdilné
vysledky v této praci a u jinych studii, co se ty¢e inhibice miR-139-5p na bunécnou proliferaci,
mohou spocivat v pouziti riznych typt bunécnych linii. V zaddné z uvedenych studii sledujicich
efekt miR-139-5p na bunécnou proliferaci a vyuzivajicich rovnéz MTT metodu k detekci ne-
pouzili autofi stejné bunécné linie, které byly pouzity v této praci (Y. Li et al., 2022; K. Wang
et al., 2017; Z. Zhang et al., 2020). Konkrétné€ byly pouzity bun&cné linie odvozené od karci-
nomu plic (A549, H1299) ( Z. Zhang et al., 2020), karcinomu zaludku (HGC-26) (Y. Li et al.,
2022;) a OPSCC (SAS, CAL-27) (K. Wang et al., 2017). V poslednim uvedeném piipad¢ byly
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pouzity HPV buiiky piivodem z baze jazyka. Ve vSech uvedenych studiich byla zména v pro-
liferanich schopnostech bun¢k vyhodnocena jako statisticky signifikantni (p<<0,01).

Soucasné byla ovéfovana 1 dalsi diilezita vlastnost nadorovych buné€k, tedy schopnost
jejich migrace. To bylo provedeno nejprve na zdkladé metody transwell a posléze pomoci me-
tody SWHA. Jelikoz metoda transwell neovlivituje oproti metodé SWHA rychlost proliferace
bungk, je proto povazovana za presn¢jsi metodu pro studium bunécné migrace. Metoda SWHA
je vSak bézn¢ uzivana metoda ke stanoveni polarity a rychlosti migrace bun¢k (Kovatikova et
al., 2014).

Kviili charakteru vétSiny pouzitych bunéénych linii s vyjimkou linie SiHa se metoda
transwell ukédzala jako nevhodna pro ucely této prace. Bunééné linie CRL-3240, FaDu a C-33A
rostou v klastrech a samotné builkky nejsou schopny migrovat skrze péry v membrané
transwellové kolonky. U bunééné linie SiHa byl pozorovén trend zvySené migrace transfeko-
vanych bun€k oproti kontrolam, nicméné tato zvySend migrace nebyla statisticky signifikantni.

Zmény v bunécné migraci byly u vSech bunéénych linii provéieny a zhodnoceny pomoci
metody SWHA. U buné&éné linie SiHa byl opét pozorovan trend zvySené migrace transfekova-
nych bunék v porovnani s kontrolami. Stejny trend v mensi mife 1ze pozorovat i u bunééné linie
FaDu. U ostatnich linii (CRL-3240 a C-33A) nebyl pozorovan zadny trend ve zméné migrac-
nich schopnosti. U zadné bunécné linie nedoslo k statisticky signifikantni zméné v migraci.

Vysledky ziskané pomoci SWHA metody a podpofené rovnéz vysledky metody
transwell jsou u bunécné linie SiHa v rozporu s ¢lankem publikovanym Ji a kolegy. V tomto
¢lanku je uvedeno, Ze miR-139-5p po transfekci do bunék snizuje schopnost jejich proliferace
a migrace (Ji et al., 2019). V této studii byly pro testovani prolifera¢nich schopnosti bun¢k
zvoleny odli$né metody (souprava pro pocitani bun¢k 8 [CCK-8] a 5-ethynyl-2'-deoxyuridin
[EdU]). Princip obou metod (CCK-8 a MTT) je zaloZen na kolorimetrickém testu. Nicméné u
(OD 565 nm), coz se odviji od emisniho spektra pouzité chemikalie. Na rozdil od metody MTT
pouzité v této praci byla pomoci metody CCK-8 sledovana proliferace pouze ve tfech po sobé
jdoucich dnech. V nasem piipadé byla sledovéna ¢tyfi dny. Metoda EdU pocita buiiky podle
inkorporace fluorescenc¢niho barviva a jejim vystupem je absolutni pocet bunék. Oproti tomu
vystupem metody MTT je jiz zminéna optickd densita. Pro testovani migracnich schopnosti
bylo stejné jako ve studii Ji et al., 2019 vyuzZito metody transwell. Nicméné ve zmitiované studii
bylo pouzito témét 4x vyssi mnozstvi bun&k (3x10%) nez v této praci (8x10%) (Ji et al., 2019).
Studie také neuvadi informaci o latkovém mnoZstvi mimikujici miRNA, které bylo pro trans-

fekci pouzito. Nami ziskana data pro bunécnou linii SiHa ukazuji, Ze k inhibici migrace nedoslo
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tak, jako ve zminovaném ¢lanku. Je proto mozné, Ze bylo vyuzito fadové vyssi latkové mnoZzstvi
mimikujici miRNA, kter¢ jiz mélo inhibi¢ni G€inky na proliferaci i migraci bun€k. Ziistava vSak
otazkou, zda fadove vyssi latkové mnozstvi skutecné vede ke specifické inhibici prolifera¢nich
a migracnich schopnosti bun¢k, nebo k nespecifické inhibici tim, ze cili bud’ na mRNA, které¢
nejsou primarnim cilem, nebo tim, Ze zahlti aparat biogeneze miRNA (Singh et al., 2011). V ne-
posledni fad¢ stoji za zminku, ze bunky stejnych nadorovych bunécnych linii mohou byt velmi
heterogenni a mohou se mezi sebou lisit (Shen et al., 2020). I to miize mit dopad na rozdilné
vysledky této prace a clanku Ji et al., 2019.

Urceni cilového genu miR-139-5p, respektive mRNA cilového genu, bylo provedeno

na zaklad¢ dvou riznych databazi TargetScan (https://www.targetscan.org/vert_80/) a miRDB

(http://www.mirdb.org). Databaze TargetScan piedpovida biologické cile miRNA hledanim

ptitomnosti konzervovanych osmimernich, sedmimernich a Sestimernich mist, které odpovidaji
centralni (tzv. seed) oblasti kazdé miRNA (Lewis et al., 2005). Databaze miRDB piedpovida
biologické cile miRNA stanovenim cilového skore na zakladé pritomnosti konzervovanych os-
mimernich a sedmimernich mist v 3’ UTR oblasti mRNA. Pokud je v jedné mRNA pfitomno
vice takovychto mist, jsou tato mista zkombinovéana. Cilové skore je poté vypocitano dle
vzorce: S =100 x (1 —[[it;p;), kde n predstavuje pocet kandidatnich cilovych mist
v 3" UTR a p; predstavuje statistickou vyznamnost p-hodnoty pro kazdé z téchto kandidatnich
mist (X. Wang & el Naqa, 2008). Kazda databaze predikujici cilové mRNA pro miRNA tedy
pracuje na zéklad¢ jinych algoritmt, proto ¢asto ukazuji jiné vysledky, coz se nasledné odrazi
1 v publikacich, kde se objevuji rizné cilové mRNA (J. Wu et al., 2020; Y. Zhang et al., 2022).
Predpokladali jsme, ze spojenim vysledkll vygenerovanych z obou zminénych databazi ziskame
takové cilové mRNA, kter¢ jsou zastoupeny v obou databazich a tim zvySime pravdépodobnost
spravného cile. Cilové mRNA byly vybrany na zdklad€ parametri jako je hodnota <0,3 pro
Aggregate PCT a <0,3 pro Cumulative weighted context++ score v databazi TargetScan a ci-
lové skore >90 v databdzi miRDB. Na zakladé¢ téchto parametri se po slouceni vysledkl vy-
braly jako kandidatni cile mRNA odpovidajici FOS, JUN, KIF134 a GDFI10 genim. Tyto
mRNA byly rovnéZ vybrany na zéklad¢ jejich role v bunééném cyklu.

Gen FOS je gen tzv. rané odpovédi (early response gene) a jim kdédovany protein je
dulezity transkripéni faktor v eukaryotickych bunkach. Mezi funkce FOS patii mimo jiné in-
dukce transkripce gentli (napf. pro cyklin D1), které maji pfimy vliv na bunécnou proliferaci
(Brown et al., 1998; Q. Wang et al., 2017). Proteinovy produkt genu JUN pozitivné reguluje

bunécnou proliferaci tim, Ze indukuje transkripci genu pro cyklin D. Proteinovy produkt cyk-
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linu D poté blokuje funkci tumor supresorového proteinu pRb jeho fosforylaci, coz ma za na-
sledek uvolnéni transkripéniho faktoru E2F a ptechod z G do S faze bunééného cyklu (Shaulian
& Karin, 2001). Podobné¢ jako protein JUN funguje 1 virovy protein E7 u HPV, ktery také zpro-
sttedkovava vstup do bunécného cyklu fosforylaci proteinu pRb (Dyson et al., 1989). Protein
KIF13A je produktem stejnojmenného genu a v cytokinezi je nezbytny pro translokaci proteinti
FYVE-CENT a TTC19 z centrosomu do kontraktilniho prstence dulezitého pro rozdéleni bu-
nek. Ztrata funkce tohoto proteinu vede k zastaveni cytokineze bunék (Sagona et al., 2010).
Tento protein se téz Ucastni vaCkového transportu z Golgiho aparatu na bunéénou membranu
a ovliviluje expresi a distribuci mandza-6-fostfatového receptoru u bunék (Nakagawa et al.,
2000). Ghosh a kolektiv ve své praci uvadéji, ze manodza-6-fosfatovy receptor se ucastni regu-
lace rstu bun€k (Ghosh et al., 2003). Posledni vybrany gen, GDF10, je gen pro riistovy dife-
renciacni faktor 10. Bylo prokdzano, Ze proteinovy produkt tohoto genu mé vliv na proliferaci
a migraci bunék odvozenych z karcinomu nasofaryngu, z karcinomu prsu a z OSCC. Snizeni
jeho exprese vede ke zvySené proliferaci bunék a jejich invazivité v ramci téchto malignit.
GDF10 vyuzivd TGFf-Smad signalni drahu (Cheng et al., 2016; He et al., 2022; Zhou et al.,
2019a).

V bunécné linii CRL-3240 byl v transfekovanych bunikach pozorovan trend sniZzené ex-
prese mRNA genti JUN, FOS a KIF134. Posledni zminéna mRNA vykazuje sniZenou expresi
1 v buné¢né linii SiHa. U bunééné linie FaDu nebyl pozorovan trend zvySené exprese mRNA
zadného ze zminénych genil v transfekovanych bunkach. Pfipadna snizend ¢i zvySena exprese
se rozchazi s korespondujici expresi v duplikatu a ani jeden smér zmény exprese neni podlozen
podobnym trendem v proliferaci ¢i migraci bunék. Podobnych vysledkii bylo dosaZeno
u mRNA genu K/F134 u bunécné linie C-33A, u které rovnéz nebylo mozné pozorovat trend
sniZeni €1 zvySeni exprese. Zména exprese mMRNA genu JUN v transfekovanych bunkach u linie
SiHa nevykazovala Zadny trend podobné jako u linie FaDu. Oproti tomu trend vzristu exprese
mRNA genu JUN bylo mozné pozorovat u bunééné linie C-33A. V téze bunécné linii (C-33A)
je u transfekovanych bunék vidét zvyseni exprese mRNA genu FOS. Trend zvySeni exprese
genu FOS byl pozorovan 1 u bunécné linie SiHa, a to jesté ve vyssi mitfe. Trend zvySeni exprese
mRNA genu FOS u bunécné linie SiHa by mohl vysvétlovat trend zvySené migrace bunék téze
linie.

Gen FOS hraje dileZitou roli v rdmci bunécné proliferace jako gen primarni odpovédi
(Q. Wang et al., 2017). Snizeni exprese tohoto genu pomoci knock-down analyzy vedlo k inhi-
bici proliferace 1 migrace bunécénych linii (MG63) odvozenych od osteosarkomu, ve kterych

byla exprese genu FOS zvySena oproti zdravym bunkam stejné lokalizace (Q. Wang et al.,
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2017). Roli genu FOS v HNSCC studovali Muhammad a kol., ktefi zjistili, Ze zvySenim jeho
exprese vnesenim plazmidu do HNSCC HPV" bun¢k (Cal27) dochézi ke zvyseni schopnosti
bunék invadovat a migrovat. Roli FOS v nadorovém riistu pak dale studovali na imunokompri-
movanych mysich. Tyto mysi byly injikovany nadorovymi buikami nesoucimi plasmid s ge-
nem FOS i buiikami bez plazmidu. U bunék nesoucich plazmid byla u imunokomprimovanych
mysi pozorovana vyssi mira ristu nadori, nez kdyz do nich byly injikovany buiiky neupravené.
U mysi s injikovanymi butikami nesoucimi plasmid byla také pozorovana zvysena exprese mar-
kerG pro nadorové kmenové buiikky (Nanog, c-Myc, Sox2, and Notchl) (Muhammad et al.,
2017).

Zvyseni exprese genu FOS by tedy mélo mit dopad na zvySeni proliferace i migrace
bunck, nicméné signifikantni zména v téchto schopnostech nebyla v této praci pozorovana.
V budoucnu by se mél provést cileny western blot, ktery by provéfil ptipadné zmény v expresi
kandidatnich geni v transfekovanych bunécnych liniich oproti negativnim kontrolam na pro-
teinové urovni. Studie sledujici souvislost mezi hladinami exprese mRNA a proteinu ukézala,
ze odlisné exprimované mRNA koresponduji 1épe s jejich proteinovym produktem nez nedife-
rencialné exprimované mRNA. V této studii byla detekovana celkové nizk4 korespondence
mezi expresi mRNA a proteinu, coz pfisuzuji autofi post-transkripnim urovnim regulace
(Koussounadis et al., 2015).

Transientni exprese mimikujici a inhibuji miRNA je ¢asto vyuzivana jako nastroj pro
funkéni studie. Dal$i moZnost, kterd je rovnéZ v té€chto studiich vyuZivana, je vneseni miRNA
za vyuziti expresnich vektorti na bazi lentivirQ, retrovir a plazmidi. Vyhodou transientni ex-
prese mimikujicich/inhibujicich miRNA v buiikach oproti expresnim vektorim je snazsi a rych-
lej$i dosazeni vyS$Sich zmén v expresi miRNA, kdy staci pouze zvySit mnoZzstvi miRNA vna-
Sené do bunék. Expresni vektory produkuji fadovée nizsi hladiny miRNA, ale na druhou stranu
jsou exprese této miRNA a inhibice cilovych mRNA déletrvajici. Pfi vyuZiti virovych expres-
nich vektorti nasleduje vnaSena sekvence miRNA stejnou drahu biogeneze jako endogenni
miRNA, nevyhodou je vS§ak mozna indukce interferont (Jin et al., 2015). Pfi vyuziti transfekce
mimikujici miRNA do bunék by se rovnéZ mohlo porovnavat latkové mnozstvi transfekované
miRNA s koncentraci studované miRNA v primarnich bunkach, ve kterych je znamo, Ze tyto
miRNA funguji. Toto porovnani by mohlo pomoci pfi optimalizaci transfekce a mohlo by byt
provedeno bud’ pomoci RT-qPCR anebo pomoci northern blotu.

Pro miR-147b byla rovnéz prostudovéana souvisejici literatura pouzitd pro vytvoieni ta-

bulky zndmych cill této miRNA a pro navrZzeni cilovych genl. Ovéfeni zmén exprese
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miR-147b po transfekci bunék miRNA inhibitorem a zmén v proliferaci, migraci a expresi ci-

lovych genti budou provedeny v budoucich experimentech.

7 Zavér

MikroRNA miR-139-5p je v literatufe oznac¢ovana jako tumor supresivni a v HPV" klinickych
nadorovych vzorcich orofaryngu i hrdla délozniho ma snizenou expresi. Transfekce mimikujici
miR-139-5p do bunécnych linii odvozenych od karcinomou hypofaryngu a hrdla délozniho
m¢éla za nasledek vyznamné zvysSeni jeji exprese v téchto liniich. ZvySena exprese této miRNA
nevedla ke statisticky signifikantnim zménadm v proliferaci a migraci u zadné bunécné linie.
Pomoci databazi TargetScan a miRDB byly predikovany cilové geny FOS, JUN, KIF134
a GDF10, pticez jejich mRNA byly ve studovanych buné¢énych liniich rizné exprimované. Hla-
diny exprese nékterych mRNA v transfekovanych bunécnych liniich zaznamenaly slabé sni-
zeni, zatimco hladiny jinych mRNA nezaznamenaly zmény Zadné. Zajimavé zjisténi bylo zvy-

Seni hladiny mRNA genu FOS u transfekovanych buné¢k bunécéné linie SiHa.
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9 Prilohy

Ptiloha 1: Pfehledova tabulka zobrazujici role a zndmé cile 21 vybranych miRNA v rdmci

ruznych malignit.
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